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 Avec 1.4 millions de décès et 8.7 millions de nouveaux cas en 2012, la tuberculose fait encore 
aujourd’hui partie des plus importantes maladies infectieuses. Ce constat alarmant souligne l’état d’urgence dans 
le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Malgré l’impact  de cette pathologie sur la santé 
publique, les molécules bactériennes impliquées dans la pathogénie de la tuberculose ainsi que leurs mécanismes 
d’action restent mal connus. Mycobacterium tuberculosis, l’agent pathogène responsable de la tuberculose, est 
une bactérie capable de résister au sein de son hôte, l’Homme, et ce même lorsqu’elle est confrontée à une 
réponse immunitaire intacte.  
M. tuberculosis synthétise une large quantité et variété de composés lipidiques incorporés dans son 
enveloppe cellulaire, notamment dans les couches externes. De fait, ils sont stratégiquement localisés pour 
interagir avec l’hôte, et donc potentiellement impliqués dans la pathogénie de la tuberculose. Ces composés 
lipidiques peuvent être définis en différentes catégories, parmi lesquelles les lipides contenant des mycocérosates 
(phénolglycolipides (PGL) et dimycocérosates de phthiocérol (DIM)) et les lipides dérivés de tréhaloses 
(sulfolipides (SL) et di- et poly- acyltrehaloses (DAT et PAT, respectivement). Les lipides de ces deux familles 
n’ont pas de rôle structural majeur, cependant leur distribution restreinte au genre Mycobacterium est en accord 
avec leur rôle dans la pathogénie. Dans ce contexte, l’équipe du Dr. Guilhot s’intéresse à analyser le rôle 
fonctionnel de ces lipides dans la pathogénie en étudiant leurs voies de biosynthèses ainsi que leurs contributions 
dans l’interaction avec les cellules de l’hôte. Grâce à cette approche, les DIM ont été décrits comme des facteurs 
de virulence ayant un rôle majeur dans la modulation de la réponse immunitaire des macrophages humains. A 
l’inverse, le rôle des DAT/PAT et des SL reste ambigu. Ils ne semblent pas contribuer, individuellement ou 
collectivement, à la virulence in vivo. Toutefois, lorsque ces glycolipides sont étudiés sous forme purifiée, ils 
montrent des activités biologiques qui pourraient avoir des répercussions sur l’interaction de M. tuberculosis 
avec les cellules hôtes. 
Grâce à une bourse de la Fondation Médicale pour la Recherche obtenue en 2009, j’ai eu l’opportunité 
de rejoindre le laboratoire du Dr. Guilhot sous la direction du Dr. Astarie-Dequeker, afin d’étudier la 
contribution respective de chacun de ces lipides spécifiques de M. tuberculosis dans la pathogénie. Dans cet 
optique, nous avons développé une stratégie génétique au cours de laquelle nous interrompons la biosynthèse de 
ces différents lipides. Nous avons par la suite analysé les conséquences de ces simples ou multiples mutations 
sur la virulence bactérienne dans un modèle animal, puis dans la réponse immunitaire des macrophages humains, 
cellules cibles de M. tuberculosis. Nous avons établi i) une redondance fonctionnelle entre les DIM, les 
DAT/PAT et les SL au cours de l’interaction entre les mycobactéries et les cellules hôtes, ii) la contribution des 
DAT/PAT et des SL à la fois dans la phase aigüe d’infection chez la souris mais aussi dans les macrophages 
humains via la modulation de la maturation du phagosome, iii) un effet dominant des DIM dans la virulence de 
M. tuberculosis, principalement en modulant les fonctions bactéricides des macrophages. En collaboration avec 
d’autres laboratoires de recherche, j’ai aussi obtenu des résultats préliminaires suggérant que les DIM, 
DAT/PAT et SL contribueraient à l’échappement de M. tuberculosis depuis le phagosome vers le cytosol des 
macrophages infectés, ainsi qu’au contrôle de deux processus cellulaires d’autodestruction : l’autophagie et 
l’apoptose. 
La construction de notre collection de souches mutées est un outil majeur dans la compréhension du 
rôle des lipides spécifiques de l’enveloppe de M. tuberculosis en tant que facteurs de virulence. 
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Figure 1 : Chronologie de la recherche antituberculeuse. 
Depuis la découverte du bacille de Koch (M. tuberculosis), il y eu de grandes avancées dans la lutte contre la 
tuberculose. En 1921, Albert Calmette et Camille Guérin mirent au point le vaccin à partir d’une souche bovine, M. bovis, 
atténuée. En 1943, l’avènement des antibiotiques et la découverte de la streptomycine signaient le début de la « bataille 
finale » contre les bactéries pathogènes qui menaçaient l’espèce humaine depuis tant de siècles. Mais en 1993, l’OMS 
déclare la tuberculose comme un problème majeur de santé publique. En 1998, le séquençage du génome de M. 
tuberculosis provoque un nouvel espoir dans la lutte antituberculeuse et le développement de nouveaux traitements 
préventifs et curatifs (Adapté de Kaufmann, 2005b). 
1876-82: Postulat de Koch: 
concepts généraux de 
bactériologie médicale
1885: Ouverture des 
premiers Sanatorium
1882: Découverte 
de M. tuberculosis
1865: Tuberculose 
transmise par un 
agent inoculable
1943: Découverte 
de la Streptomycine
1921: Vaccin atténué
Albert Calmette et Camille Guérin
1900: 
- 12% des décès sont 
causés par la tuberculose
- La majorité des européens 
est infectée avec M. tuberculosis
1998: Séquençage du génome
de M. tuberculosis
Aujourd’hui
- 1,4 millions  de morts 
par an à cause de la 
tuberculose 
- 1/3 de la population 
mondiale infecté avec 
M. tuberculosis
- 15 millions d’individus 
coinfectés avec le VIH
- 50 millions d’individus 
infectés avec des 
souches multi-
résistantes (MDR)
1993: L’OMS déclare la 
tuberculose comme problème 
majeur de santé publique
1905: R. Koch obtient le
Prix Nobel de Medecine
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A. La Tuberculose. 
I.  La tuberculose d’hier à aujourd’hui . 
Décrite comme une maladie infectieuse ancienne, la tuberculose n’en reste pas moins un sujet 
d’actualité. L’agent étiologique de cette pathologie, Mycobacterium tuberculosis a été découvert au 
XIXème siècle par Robert Koch, mais on sait maintenant que le bacille tuberculeux a co-évolué avec 
les hominidés depuis des millions d’années (Gutierrez et al., 2005; Wirth et al., 2008).  
La tuberculose, précédemment connue sous le terme de « phtisie », est décrite depuis l’époque 
Gréco-Romaine. Ce terme qu’utilisa Hippocrate, signifiant « consomption », se référait à l’époque 
aux conséquences physiques de la pathologie. Et déjà, Aristote la décrivait comme une pathologie 
contagieuse. Cependant, son postulat non étayé conduisit les mentalités à l’associer à l’hérédité 
(Leao and Portaels, 2007).  
L’aspect contagieux de la maladie est repris au XVIème siècle par G. Fracastoro, mais loin de là 
l’idée d’une entité vivante. A l’époque, la présence de « particules » présentes sur les vêtements 
de patients, et qui permet de transmettre la maladie aux personnes saines à proximité, réfère à 
des molécules chimiques (Leao and Portaels, 2007). La proximité fut donc caractérisée comme un 
facteur de risque exogène de la maladie. Aujourd’hui connus, les principaux facteurs de risques 
exogènes dans le développement de la tuberculose sont encore et toujours liés au contexte socio-
économique des populations atteintes. En effet, cette pathologie est intimement associée à la 
pauvreté et la surpopulation, car elle se développe dans un contexte de proximité, de manque 
d’accès aux soins, de malnutrition (Cegielski and McMurray, 2004; Lonnroth et al., 2009; Schaible 
and Kaufmann, 2007). 
Au XVIIème siècle, l’arrivée en Europe d’une épidémie de « Grande Peste Blanche », du fait de la 
pâleur des tuberculeux, fut l’un des plus grands et graves fléaux de tous les temps. Cette épidémie 
perdurera pendant près de 200 ans. C’est à cette époque que les premières descriptions 
anatomopathologiques sont faites, avec notamment la caractérisation de nodules pulmonaires 
semblables à des tumeurs, les si célèbres tubercules qui seront par la suite nommés granulomes. 
C’est finalement au XIXème siècle que J. L. Schlölnein définit le terme de « tuberculose » pour 
décrire la pathologie. Le premier à suggérer un microorganisme vivant comme cause de la 
tuberculose fut le français J. A. Villemin en 1865 (Figure 1). Et c’est en mars 1882, que Robert 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 1 : Structure et fonction des antibiotiques de première ligne. 
Le XX
ème
 siècle est marqué par la découverte des premiers antibiotiques permettant de lutter contre la tuberculose. 
Ainsi, l’isoniazide (INH), la pyrazinamide (PZA) et l’éthambutol (EMB) sont des molécules qui vont cibler la synthèse de 
l’enveloppe mycobactérienne. La rifampicine (RIF) cible l’ARN mycobactérien, et la streptomycine la synthèse protéique. 
 
Antibiotiques de première ligne
NOM STRUCTURE CHIMIQUE CIBLE
Streptomycine
Inhibition de la synthèse 
protéique
Isoniazide
Inhibition de la synthèse 
d’acides mycoliques
Pyrazinamide
Modification de l’équilibre 
acido-basique bactérien
Ethambutol
Inhibition de la synthèse 
d’arabinogalactane
Rifampicine
Inhibition de la synthèse 
d’ARN bactérien
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Koch fit sa célèbre présentation « Die Âetiologie Der Tuberkuloze », au cours de laquelle il 
démontra la nature infectieuse de la tuberculose grâce à la mise au point de techniques 
développées par ses soins, utilisant des milieux de culture solides afin d’obtenir des cultures 
bactériennes pures. De là, il publia le « postulat de Koch » quelques années plus tard. Ce postulat 
permet de définir un microorganisme comme agent pathogène suivant quatre critères : i) l’agent 
infectieux doit uniquement infecter les animaux malades ; ii) l’agent infectieux doit pouvoir être 
isolé depuis un animal malade ; iii) l’agent infectieux doit rendre un animal sain malade ; et enfin iv) 
l’agent infectieux doit pouvoir être ré-isolé de l’animal infecté expérimentalement. Ce postulat posa 
les bases de la microbiologie moderne (Herzog, 1998; Kaufmann, 2005b). Ces travaux lui vaudront 
le Prix Nobel de Médecine en 1905 (Figure 1). 
Forts de ces découvertes, les recherches se multiplient pendant la première moitié du XXème 
siècle. Et c’est à cette période, en se basant sur des expériences de vaccination contre la variole, 
qu’Albert Calmette et Camille Guérin développent le premier vaccin préventif contre la tuberculose 
(Figure 1). Pendant près de vingt ans, ces scientifiques enchaînent des passages sériés de 
cultures du bacille tuberculeux affectant les bovins, Mycobacterium bovis. Ces passages 
successifs permirent une diminution de la virulence, jusqu’à l’obtention d’une souche non virulente 
mais toujours capable de stimuler le système immunitaire (Andersen and Doherty, 2005). Cette 
souche M. bovis BCG (Bacille Calmette-Guérin) a été distribuée à de nombreux instituts dans le 
monde afin de vacciner rapidement la population. Dès lors, à force de passages et de conditions 
de cultures différentes, il n’y a plus eu une souche unique de M. bovis BCG mais plusieurs, 
nécessitant une classification (Behr, 2002). Trois décennies après sa mise en circulation, 
l’efficacité du vaccin s’est avérée avoir une variabilité de protection allant de 0 à 80% (Andersen 
and Doherty, 2005). Cette variabilité s’explique notamment par l’exposition à des mycobactéries 
environnementales possédant les mêmes motifs antigéniques que M. tuberculosis, et conférant 
une immunité préexistante aux personnes exposées, mais aussi la perte de protection après un 
certain nombre d’années, au-delà desquelles l’immunité antituberculeuse conférée par le vaccin 
passe un seuil en dessous duquel elle n’est plus efficace (Fine, 1995). Néanmoins, on estime 
aujourd’hui à 3 milliards le nombre de personnes vaccinées dans le monde, et on recense 100 
millions de nouvelles vaccinations chaque année, faisant du BCG le vaccin le plus utilisé chez 
l’Homme (Behr, 2002).  
Le XXème siècle fut aussi marqué par ce que l’on a pensé être le point final de la menace 
bactérienne qui pesait sur l’espèce humaine depuis des siècles : l’avènement des antibiotiques. 
Après la pénicilline, la streptomycine (Schatz, 1944), premier traitement curatif de la tuberculose, 
fut découverte (Tableau 1, Figure 1). L’engouement dans le traitement de la tuberculose conduira 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Répartition mondiale des cas de tuberculose en 2012. 
En 2012, l’OMS recensait 8.7 millions de cas incidents de tuberculose. Plus de 80% des cas sont localisés en Asie 
(59%) et en Afrique (26%). Les cinq pays les plus touchés sont l’Inde, la Chine, l’Afrique du Sud, l’Indonésie et le 
Pakistan (Adapté de WHO, 2011). 
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à la découverte d’autres molécules aux activités antibiotiques. Ainsi, l’isoniazide (INH) et la 
pyrazinamide (PZA) (Bernstein et al., 1952; Malone et al., 1952), l’éthambutol (EMB) et la 
rifampicine (RIF) (Maggi et al., 1966; Thomas et al., 1961) furent développés (Tableau 1). Mais 
très vite, cet engouement retomba avec l’apparition des premières souches résistantes à ces 
antibiotiques. Une méthode alternative fut adoptée en associant ces antibiotiques afin de les 
rendre efficaces contre des souches résistantes. Ces cinq antibiotiques aux mécanismes d’action 
différents jouent encore aujourd’hui un rôle important dans le traitement antituberculeux, formant la 
première ligne d’attaque contre le bacille. De nos jours, le traitement préconisé est l’utilisation de 
quatre de ces antibiotiques les deux premiers mois, à savoir INH, PZA, EMB et RIF, suivi d’une 
association INH/RIF pendant les quatre mois suivants. 
Jusque dans les années 1980, les découvertes du début du siècle permettaient d’envisager une 
éradication complète de la tuberculose, prévue à l’époque pour les années 2010. Cependant, ce 
n’est que quelques années plus tard, en 1985, que des nouveaux cas de tuberculose sont 
réapparus dans les pays industrialisés. Cette résurgence fut causée par l’abandon des 
programmes de lutte contre la maladie, associé à une fragilisation du système immunitaire d’une 
partie de la population. Cette partie de la population regroupe les personnes immunodéprimées, 
que ce soit pour des raisons thérapeutiques (chimiothérapie) ou pathologiques (virus de 
l’immunodéficience humaine VIH) (Kwan and Ernst, 2011), ainsi que celles dont les phénomènes 
sociétaux affectent l’intégrité du système immunitaire, tels que le développement de la pollution, ou 
encore la consommation d’alcool, de tabac ou de drogues (Pai et al., 2007; Underner and Perriot, 
2012; Zaridze et al., 2009). En 1993, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) déclare la 
tuberculose comme problème majeur de santé publique (Figure 1).  
En 2012, l’OMS dénombrait 8,7 millions de cas incidents (i.e. nombre de nouveaux cas par an) de 
tuberculose dans le monde et 1,4 millions de décès chaque année, faisant de la tuberculose la 
pathologie la plus meurtrière causée par un agent infectieux unique (WHO, 2011). Plus de 80% 
des cas de tuberculose ont été recensés en Asie (59%) et en Afrique (26%), où l’on compte parmi 
les cinq pays les plus touchés : l’Inde, la Chine, l’Afrique du Sud, l’Indonésie et le Pakistan (WHO, 
2011). La dispersion de la pathologie sur le globe s’est faite depuis les foyers d’infection initiaux 
localisés dans les pays en voies de développement vers les pays occidentalisés, notamment par le 
développement des flux migratoires (immigration, ouvertures de nouvelles voies touristiques) 
(Figure 2).  
La démarche globale « d’urgence mondiale » déclarée par l’OMS a permis la mise en place de la 
thérapie DOTS (Directly Observed Treatment Short course), suivie par le développement d’une 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Pays ayant recensés au moins un cas de tuberculose XDR en 2012.  
En 2012, des cas de tuberculose par des souches extrêmement résistantes aux antibiotiques (XDR) ont été recensés 
dans 84 pays. Parmi eux, 65 ont une surveillance accrue dans l’évolution de la proportion de cas de  tuberculose XDR 
parmi les cas de tuberculose MDR (Adapté de WHO, 2011). 
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stratégie de lutte via l’élaboration d’un Plan Global de Halte à la Tuberculose. Ce plan fixe, à 
l’horizon 2015, une série d’avancées parmi lesquelles le renforcement de la stratégie DOTS, la 
lutte contre la co-infection Tuberculose/VIH et la pharmacorésistance, ou encore la promotion de la 
recherche (WHO, 2011). 
La recherche de nouveaux traitements préventifs et curatifs ayant une plus grande efficacité s’est 
développée ces dernières années, relancée notamment à la fin des années 1990 avec le premier 
séquençage génétique de la souche de M. tuberculosis H37Rv (Figure 1) (Cole et al., 1998). Cette 
recherche s’articule autour de deux grands axes principaux. Le premier est un axe préventif qui 
vise à développer de nouveaux vaccins via l’utilisation de souches vivantes recombinantes de M. 
bovis BCG, M. tuberculosis atténuées ou d’autres souches mycobactériennes génétiquement 
modifiées. Une autre méthode implique le développement de « boosters vaccinaux » via 
l’utilisation de protéines antigéniques intégrées à un adjuvant ou exprimées dans des vecteurs 
viraux, permettant de stimuler le système immunitaire après une première injection de la souche 
vaccinale (Kaufmann, 2012).  
Le second axe de recherche consiste en le développement de nouveaux traitements curatifs. En 
effet, l’utilisation d’antibiotiques de seconde ligne (fluoroquinolones et aminoglycosides) est 
uniquement préconisée dans le traitement de tuberculoses développées par des souches dites 
multi-résistantes (MDR pour Multi-Drug Resistant). Ces souches MDR sont définies par leur 
résistance à la fois à l’INH et la RIF. Mais l’utilisation de ces nouveaux antibiotiques a aussi 
générer le développement de résistances par les mycobactéries, engendrant une nouvelle 
catégorie de souches dites extrêmement résistantes (XDR, pour Extensively Drug Resistant). En 
2012, au moins un cas d’infection par une souche XDR était recensé sur chaque continent et dans 
tous les pays développés (Figure 3). Il faut plusieurs années de traitement combinant des 
antibiotiques de première et seconde ligne pour venir à bout d’infections par des souches XDR. 
Depuis peu, on recense des patients atteints par une souche totalement résistante aux 
antibiotiques actuels (dite TDR pour Totally Drug Resistant, ou super-XDR). Cette souche 
émergente en Inde est pour le moment incurable (Rowland, 2012; Udwadia et al., 2012). Avec 
l’apparition de ces nouvelles souches TDR, il n’a jamais été aussi urgent de développer de 
nouveaux antituberculeux. Les stratégies de recherche employées se sont développées soit à 
partir de molécules existantes développées en tant qu’antibiotiques mais ne ciblant pas M. 
tuberculosis en première intention, soit à partir de molécules nouvellement identifiées (Villemagne 
et al., 2012).  
Aujourd’hui, la démarche scientifique dans le traitement de la tuberculose s’oriente vers une action 
ciblée des molécules pharmaceutiques au détriment d’un criblage aléatoire. De ce fait, une  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Phylogénie de Mycobacterium tuberculosis. 
Les espèces mycobactériennes responsables de tuberculoses humaines (M. tuberculosis et M. africanum) ou animales 
(M. bovis, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii), sont regroupées au sein du Complexe Mycobacterium tuberculosis 
(MTBC). La souche M. canettii est un cas particulier du MTBC car elle ne possède pas les caractéristiques 
phénotypiques associées aux autres membres du complexe (notamment, elle forme des colonies lisses et brillantes et 
non rugueuses et mates). M. orygis est une souche nouvellement proposée pour intégrer le MTBC (Adapté de van Ingen 
et al., 2012). 
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meilleure connaissance du bacille tuberculeux, et de la pathogénèse de la tuberculose est 
indispensable pour mener à bien ce combat. 
II.  Pathogénèse de la tuberculose. 
1. Mycobacterium tuberculosis : agent étiologique 
L’agent étiologique de la tuberculose, M. tuberculosis, est une bactérie appartenant à l’ordre 
actinomycètes, genre des mycobactéries. Ce genre est composé d’une soixantaine de bactéries 
aérobies, asporulées, immobiles, principalement saprophytes et non pathogènes. Quelques-unes 
seulement sont des pathogènes majeurs, entres autres à l’origine de la lèpre (M. leprae) et de la 
tuberculose. Les bactéries responsables de la tuberculose sont regroupées dans le Complexe 
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (Cole et al., 1998) (Figure 4). Parmi elles, deux souches sont 
responsables d’une tuberculose humaine : M. tuberculosis et M. africanum; les autres sont 
responsables de tuberculoses animales (M. bovis chez les bovins, M. caprae chez les chèvres & 
moutons, M. microti chez les campagnols et M. pinnipedii chez les phoques & lions de mer) (Smith 
et al., 2006). Des cas de tuberculoses humaines provoquées par M. bovis ont été diagnostiqués 
par le passé, mais ces faits ont quasiment disparus avec la pasteurisation (Gagneux, 2012; 
Grange, 2001). Il a récemment été proposé d’intégrer la souche M. orygis, responsable de 
tuberculoses humaines et animales, au complexe MTBC (van Ingen et al., 2012). La souche M. 
canettii est un cas particulier du complexe MTBC (Figure 4). Comme les autres mycobactéries du 
complexe, M. canettii est une mycobactérie pathogène responsable de tuberculoses humaines. 
Cependant, cette souche possède des caractéristiques phénotypiques différentes de celles ayant 
permis de constituer le complexe MTBC. Cette souche est considérée comme étant à l’origine 
phylogénétique du Complexe M. tuberculosis (Figure 4). 
2. La tuberculose 
La tuberculose est une maladie infectieuse et contagieuse. Une personne malade expire des 
microgouttelettes contenant les mycobactéries, qui peuvent être inhalées par une personne saine 
située à proximité. Il suffit d’une bactérie pour engendrer une infection (Russell, 2007). Dans 
approximativement 30% des cas, les personnes exposées sont infectées par les mycobactéries 
(Figure 5) (Ahmed and Hasnain, 2011). Une fois inhalées, les mycobactéries traversent le 
système respiratoire pour se loger dans les poumons au niveau des alvéoles, et on parle alors de 
primo-infection (Figure 5). Dès lors, l’hôte déclenche une réponse immunitaire. Parmi ces 
  
 
 
Figure 5 : Pathogénèse de la tuberculose. 
La tuberculose se transmet par les voies aériennes via l’inhalation de microgouttelettes (1-5 µm) contenant M. 
tuberculosis. Les mycobactéries inhalées se dirigent vers les alvéoles pulmonaires où l’interaction entre l’hôte et le 
pathogènes a lieu. Dans 70% des cas, les individus exposés ne sont pas infectés alors que 30% développent une 
infection. 90% des individus infectés contiennent l’infection et un équilibre entre l’infection et le système immunitaire se 
crée (phase de latence). Les 5% restant développent une tuberculose primaire pulmonaire, pouvant disséminer et 
induire une tuberculose extra-pulmonaire ou miliaire. Les individus ayant des tuberculoses latentes peuvent voir 
l’équilibre instauré être perturbé par une fragilisation du système immunitaire (immunosuppression thérapeutique ou 
pathologique). Dans ce cas, une réactivation de l’infection est possible, rendant l’individu malade (Adapté de Kaufmann 
and McMichael, 2005) 
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individus, 95% vont contenir l’infection, 5% vont déclencher une tuberculose active, et une part 
inconnue va réussir à éliminer totalement l’infection (Figure5). 
Chez 95% des individus immunocompétents, le système immunitaire est rapidement capable de 
contenir l’infection au sein d’une structure multicellulaire appelée le granulome (Figure 5). Le 
confinement de ces bacilles tuberculeux par le système immunitaire est caractéristique d’une 
phase de latence, période d’équilibre entre l’infection et la réponse immunitaire pendant laquelle 
l’individu infecté n’est ni malade, ni contagieux. Le caractère latent de cette pathologie explique 
l’existence de nombreux « porteurs sains » dans la population. L’OMS évalue à un tiers de la 
population mondiale le nombre d’individus infectés, faisant de l’Homme un vaste réservoir pour M. 
tuberculosis (Barry et al., 2009). Dans moins de 10% des cas, les mycobactéries peuvent 
disséminer dans l’organisme et atteindre spécifiquement d’autres organes tels que les os, les 
méninges ou encore le tractus digestif : on parle alors de tuberculose extra-pulmonaire. Les 
mycobactéries peuvent aussi disséminer de façon systémique et toucher plusieurs organes : on 
parle alors de tuberculose miliaire. Dans les cas où l’infection est contrôlée, l’équilibre trouvé entre 
l’infection et la réponse immunitaire pendant la phase de latence est pérenne. Néanmoins, la 
perturbation de cet équilibre est possible, entraînant un phénomène de réactivation de l’infection 
(Figure 5). Chez l’Homme, une infection par le VIH, le développement d’un diabète mellitus, 
l’utilisation thérapeutique de molécules neutralisant les effets du TNFα, ou encore l’utilisation de 
glucocorticoïdes peuvent être à l’origine d’une réactivation de la tuberculose (Pour revue, Ernst, 
2012). Au cours des différentes phases de cette maladie, des caractéristiques physiologique et 
anatomopathologique spécifiques permettent le dépistage de la tuberculose.  
Pour des raisons indéterminées, dans 5% des cas, les individus primo-infectés sont incapables de 
contenir l’infection et développent la maladie. La tuberculose pulmonaire est la forme la plus 
fréquente et la seule contagieuse. Cette phase active de la maladie se caractérise par une toux 
persévérante, de la fièvre, associées à une perte de poids et une pâleur importantes (Figure 5). 
 
La pathogénèse a permis de définir l’infection tuberculeuse comme un phénomène cyclique, où 
une phase de latence caractérisée par l’instauration d’un état d’équilibre entre la virulence du 
pathogène et la réponse immunitaire de l’hôte sépare les deux phases active de la maladie (primo-
infection et réactivation). Si l’agent pathogène est neutralisé, il n’est pas pour autant éliminé. De ce 
fait, un des nouveaux challenges pour la recherche consiste à décrypter les mécanismes de la 
réponse immunitaire mis en jeu afin de comprendre leur subversion par M. tuberculosis. 
 
  
 
 
Figure 6 : Réponse immunitaire antituberculeuse. 
Après inhalation de microgouttelettes contenant des mycobactéries, ces dernières migrent jusque dans les alvéoles 
pulmonaires où elles sont phagocytées par les macrophages alvéolaires environnants. Ces macrophages infectés 
sécrètent des médiateurs solubles permettant le recrutement d’autres populations cellulaires, telles que les neutrophiles, 
les cellules dendritiques (DCs) et plus tard les cellules Natural killer (NKs) (1). Les DCs sont des cellules présentatrices 
de l’antigène capables de migrer vers les organes lymphoïdes secondaires afin de recruter les lymphocytes T. De retour 
sur le site d’infection, les différentes populations cellulaires vont s’organiser afin de former un granulome nécessaire au 
confinement de l’infection (2). Une immunosuppression, qu’elle soit thérapeutique (traitement anti-TNFα) ou 
pathologique (co-infection par le VIH), peut entraîner dans certains cas une désorganisation de la structure 
granulomateuse associée à une réactivation de la pathologie tuberculeuse (3). 
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B. Réponse immunitaire à l’infection par M. tuberculosis. 
 
M. tuberculosis est transmis par les voies aériennes via l’inhalation de microgouttelettes présentes 
dans l’air. La charge bactérienne nécessaire à l’installation de l’infection est minime : une bactérie 
suffit (Russell, 2007). Une fois inhalées, les mycobactéries sont localisées au niveau pulmonaire 
où elles vont interagir avec les cellules environnantes et déclencher la réponse immunitaire de 
l’hôte. Le cycle infectieux caractéristique de M. tuberculosis est rythmé par cette réponse 
immunitaire ainsi que par les mécanismes mis en place par les mycobactéries pour le déjouer. Les 
macrophages, acteurs principaux de cette interaction, sont au carrefour entre les réponses 
immunitaires innée (réponse immunitaire rapide, non spécifique et de courte durée) et adaptative 
(réponse immunitaire tardive, spécifique et durable), faisant d’eux la cible des mécanismes de 
résistances mycobactériens. 
I.  Immunopathologie de la tuberculose. 
L’interaction des mycobactéries avec les cellules des alvéoles pulmonaires permet la mise en 
place de la réponse immunitaire innée, première barrière physique et chimique à un agent 
pathogène. Les cellules qui la composent ont des fonctions de sentinelles afin de détecter les 
agents pathogènes, de tenter de les détruire via leurs activités microbicides, et d’induire la réponse 
immunitaire adaptative à travers la présentation antigénique. La réponse immunitaire innée à une 
infection par M. tuberculosis débute par l’internalisation du pathogène au sein de la cellule hôte. La 
réponse inflammatoire qui en découle met en jeu différents mécanismes antimicrobiens et est 
régulée par la production de médiateurs solubles. La réponse immunitaire de l’hôte ayant pour 
objectif de contenir l’infection le temps de la mise en place de la réponse immunitaire adaptative.  
Les macrophages alvéolaires infectés quittent les alvéoles et migrent au sein des tissus 
pulmonaires où s’initie la formation du granulome (Pour revue Ramakrishnan, 2012). 
Parallèlement, ces macrophages sécrètent des médiateurs solubles parmi lesquels des cytokines, 
molécules essentielles à la mise en place des différents processus cellulaires, et des chimiokines 
qui participent à l’attraction depuis la circulation sanguine des neutrophiles, des DCs, des 
monocytes et plus tardivement des cellules Natural killer (NKs) vers le site d’infection où ils 
s’accumulent (Junqueira-Kipnis et al., 2003; Kang et al., 2011; Wolf et al., 2007) (Figure 61). Sur 
place, les neutrophiles agissent sur les mycobactéries en les phagocytant, en utilisant leur fonction 
de dégranulation permettant la libération de facteurs antimicrobiens dans le milieu 
  
 
 
 
Figure 7 : Les cellules dendritiques, présentatrices d’antigènes. 
Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules phagocytaires qui une fois matures, ont la capacité de migrer au niveau 
des organes lymphoïdes secondaires afin de présenter les antigènes aux lymphocytes T. Cette présentation se fait par 
le biais de différents complexes, appelés complexes majeur d’histocompatibilité (CMH) classiques ou non classiques. 
Les DCs présentent des antigènes de nature peptidique aux LTs CD8 via le CMH-I, aux LTs CD4 via le CMH-II, ainsi 
que des antigènes lipidiques dits non classiques aux lymphocytes T Natural killer (LNKTs) via le CD1. Cette présentation 
permet la différentiation des LTs en cellules spécifiques d’antigènes mycobactériens. Ainsi, à partir de LTs Th0, 
l’induction des LTs CD4
+
 Th1 et Th17 se fait respectivement par sécrétion d’Il-12 et d’Il-23. Ces cellules sont impliquées 
dans une réponse immunitaire pro-inflammatoire, essentielle dans la lutte contre l’infection par M. tuberculosis. Une 
autre différentiation est possible, en LTs CD4
+
 Th2, cellules aux propriétés anti-inflammatoires. 
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extracellulaire, ou enfin en formant des NETs (Neutrophils Extracellular Traps) aux effets 
séquestreurs sur les mycobactéries (Korbel et al., 2008; Ramos-Kichik et al., 2009). Les cellules 
NKs sont quant à elles capables d’induire la mort des cellules infectées par exocytose de granules 
cytolytiques ou encore en induisant l’apoptose (Brill et al., 2001; Vankayalapati et al., 2002). Enfin, 
à l’interface entre la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative se trouvent 
les cellules dendritiques. Outre leur fonction de phagocytes, ce sont des cellules présentatrices 
d’antigènes (CPAs) (Figure 7). L’induction de l’inflammation par l’infection mycobactérienne 
permet aux macrophages infectés de potentialiser les capacités phagocytaires des DCs en 
induisant l’augmentation des récepteurs à leur surface, mais aussi de les activer. Une fois 
internalisées, les mycobactéries sont dégradées et les fragments antigéniques d’origines 
peptidiques qui en résultent sont présentés à la surface des DCs via le complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) de type II (Figure 7). Il existe une présentation croisée d’antigènes 
peptidiques par le CMH de type I, mais aussi d’antigènes lipidiques par les molécules CD1 
exprimées à la surface des DCs, rendue possible par la phagocytose de corps apoptotiques issus 
de macrophages alvéolaires infectés par M. tuberculosis (Schaible et al., 2003) (Figure 7). La 
spécificité de ces CPAs est de migrer via la circulation sanguine jusqu’aux organes lymphoïdes 
secondaires pour y interagir avec les lymphocytes et induire leur expansion clonale. D’autres 
cellules, telles que les cellules épithéliales des alvéoles pulmonaires, sont capables d’interagir 
avec le pathogène au niveau pulmonaire dès les premières étapes de l’infection (Bermudez and 
Goodman, 1996). L’accumulation de ces cellules engendre sur le site d’infection les prémices de la 
formation du granulome. 
A l’inverse de la majorité des maladies infectieuses au cours desquelles les pathogènes attirent les 
cellules du système immunitaire nécessaires à une forte diminution, voire l’élimination complète de 
ces pathogènes, M. tuberculosis semble profiter de l’accumulation de ces cellules immunitaires 
dans les premières étapes de l’infection car elles lui procurent de nouvelles niches de 
multiplication (Davis and Ramakrishnan, 2009). Ainsi, les macrophages infectés incapables de 
contrôler la multiplication mycobactérienne vont devenir apoptotiques, et les vésicules qui en 
découlent vont alors être phagocytées par les cellules phagocytaires nouvellement recrutées, 
permettant l’infection de nouvelles cellules par le bacille tuberculeux (Davis and Ramakrishnan, 
2009). Ce recrutement cellulaire profite aussi à la défense de l’hôte, lui permettant à la fois de 
contenir l’infection mais aussi d’accumuler des DCs qui une fois matures migrent vers les organes 
lymphoïdes secondaires où elles initient la mise en place de la réponse adaptative (Cooper, 2009) 
(Figure 6). 
Le développement de la réponse immunitaire adaptative à une infection par M. tuberculosis se fait 
dans des délais relativement longs en comparaison à d’autres agents pathogènes. En effet, chez  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Le cycle infectieux dans le temps. 
Chez l’homme, il faut entre 4 et 6 semaines au système immunitaire après infection par le bacille tuberculeux pour 
recruter des lymphocytes T spécifiques de l’antigène. Cette période est restreinte chez le modè le murin à qui il faut entre 
8 et 10 jours. Ce laps de temps est incompressible et peut même être augmenté par les mécanismes subversifs 
développés par M. tuberculosis. Une fois la réponse immunitaire en place, la formation du granulome permet le 
confinement des mycobactéries pendant plusieurs années (adapté de Young et al., 2008).  
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l’homme l’immunité adaptative est seulement détectable plus d’un mois après exposition aux 
mycobactéries. Ce laps de temps est décrit comme incompressible car une disponibilité précoce 
de lymphocytes T CD4+ n’affecte pas la croissance mycobactérienne au cours de la première 
semaine après infection (Gallegos et al., 2008; Wolf et al., 2008). Ces résultats suggèrent le 
développement de mécanismes subversifs par les mycobactéries face à ces cellules ainsi que face 
aux mécanismes antimicrobiens mis en place dans ces délais. Le temps nécessaire aux cellules 
dendritiques matures, principales cellules présentatrices de l’antigène (CPA), pour migrer au 
niveau des organes lymphoïdes secondaires peut qui plus est être augmenté par les mécanismes 
développés par M. tuberculosis afin de retarder la mise en place de la réponse immunitaire 
adaptative (Blomgran et al., 2012; Blomgran and Ernst, 2011). 
Dans les organes lymphoïdes secondaires, l’interaction des DCs avec des lymphocytes T (LTs) 
naïfs via le CMH II entraîne leur activation en LTs effecteurs CD4+ (Figure 7). Il existe deux sous-
populations de LTs CD4+ effecteurs classiquement définies. Les LTs CD4+ Th1 sont des cellules 
impliquées dans une réponse pro-inflammatoire et essentielles à la réponse immunitaire contre M. 
tuberculosis. Elles sécrètent de l’IFN-γ ainsi que du TNFα, qui ont principalement une action 
synergique sur l’activation des mécanismes microbicides des macrophages. Récemment, un 
mécanisme de contrôle de M. tuberculosis par ces cellules a été mis en évidence, 
indépendamment de la voie de sécrétion IFN-γ/TNFα (Gallegos et al., 2011; Rook et al., 2004) 
(Figure 7). Une seconde sous-population de LTs CD4+, dite Th2, est impliquée dans une réponse 
anti-inflammatoire et régule aussi la réponse immunitaire à médiation humorale. Cette sous-
population est généralement décrite comme n’étant pas impliquée dans l’immunité anti 
tuberculeuse. Cependant, la sécrétion d’Il-4 qu’elle induit pourrait moduler la croissance 
mycobactérienne en modulant l’effet du TNFα (Potian et al., 2011). La réponse immunitaire CD4+ 
est dépendante de la sécrétion d’Il-12p40 par les DCs (Khader et al., 2006). Cette cytokine est le 
précurseur de deux autres : l’Il-12p70 et l’Il-23, respectivement impliquées dans la différentiation 
des LTs CD4+ en Th1 et Th17. Les LTs CD4+ Th17 sont des cellules pro-inflammatoires 
impliquées dans les étapes précoces de la réponse immunitaire adaptative à M. tuberculosis et 
dont la sécrétion d’Il-17 s’avèrerait être essentielle à la formation des granulomes pulmonaires 
(Khader et al., 2007; Okamoto Yoshida et al., 2010). Par présentation croisée, les DCs activent 
des LTs CD8+, cellules cytolytiques (Figure 7). Si le rôle de ces cellules dans la sécrétion de 
cytokines activatrices des macrophages (TNFα, IFN-γ) ou encore dans la mort des cellules 
infectées par cytotoxicité est bien décrit in vitro, il n’a pas encore été défini chez l’homme (Gupta et 
al., 2012). Beaucoup moins étudiés jusqu’alors, les lymphocytes B (LBs) sont depuis peu 
suspectés de jouer un rôle dans le façonnement de l’immunité antituberculeuse
  
 
Figure 9 : Mycobacterium tuberculosis et le granulome. 
La formation du granulome a très longtemps été pensée comme une simple réponse du système immunitaire de l’hôte 
qui, à défaut de pouvoir éliminer les mycobactéries, les contenait dans une structure complexe. Une nouvelle vision du 
granulome a récemment émergé, le considérant à la fois comme un mécanisme de défense, mais aussi comme un 
mécanisme bénéfique à M. tuberculosis. Les mycobactéries ont su s’adapter en modulant l’expression de gènes en 
fonction de l’environnement dans lequel elles se trouvent, et ainsi tirer profit de la situation (Adapté de Kaufmann, 
2005a). 
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(Maglione and Chan, 2009). En effet, leur présence dans les poumons de patients atteints de 
tuberculose, et plus précisément au niveau des granulomes, laissent à penser qu’ils jouent un rôle 
dans le contrôle de l’infection. (Phuah et al., 2012; Tsai et al., 2006).  
L’ensemble de ces cellules participe à la formation complète du granulome, solidifié par une 
structure fibreuse composée majoritairement de collagène et permettant de définir la structure 
granulomateuse, caractéristique de la tuberculose. Jusqu’alors, cette organisation cellulaire était 
considérée comme principalement bénéfique à l’hôte. En effet, la fonction principale du granulome 
est de contenir l’infection, à défaut de l’éradiquer, et de ce fait instaurer une phase de latence au 
cours de laquelle la balance entre la réponse immunitaire et la multiplication bactérienne est à 
l’équilibre et peut durer plusieurs années (Figure 8). L’absence de cette organisation cellulaire 
entrainerait donc une plus grande prolifération et dissémination des mycobactéries dans 
l’organisme, laissant penser un avantage exclusif de la formation du granulome au bénéfice de 
l’hôte (Bean et al., 1999; Chakravarty et al., 2008; Flynn et al., 1995). Récemment, de nouveaux 
arguments en faveur d’un bénéfice de la formation du granulome pour M. tuberculosis ont été 
avancés. Parmi eux, l’exploitation de la formation du granulome par les mycobactéries afin de 
faciliter leur réplication. En effet, l’utilisation du poisson zèbre comme modèle d’étude a permis de 
montrer que la formation du granulome était corrélée à une augmentation de la prolifération de M. 
tuberculosis (Volkman et al., 2004). Cette corrélation est la conséquence d’une induction du 
recrutement de macrophages au niveau de la structure granulomateuse en formation, et que ce 
recrutement est modulé par l’expression et la sécrétion du facteur de virulence ESAT-6 de M. 
tuberculosis (Volkman et al., 2004; Volkman et al., 2010). Les mycobactéries ne subiraient donc 
pas la formation du granulome mais y contribueraient et en bénéficieraient (Pour revue, 
Ramakrishnan, 2012). De la même manière, l’instauration de la phase de latence n’est pas juste 
une conséquence de la réponse immunitaire de l’hôte mais surtout un état induit par des 
mécanismes mycobactériens. En effet, la capacité de M. tuberculosis à s’adapter réside entre 
autres dans l’expression d’un système à deux composantes DosR/DosS (Figure 9). L’induction de 
ce système par des stimuli environnementaux présents pendant la phase de latence (hypoxie, 
présence de NO et CO) entraîne l’expression de gènes impliqués dans l’utilisation de sources 
d’énergies alternatives (et notamment des lipides) aboutissant à une diminution de la respiration, 
du métabolisme et de la croissance mycobactérienne (Pour revue, Boon and Dick, 2012). 
Toutefois, si la population mycobactérienne globale n’évolue pas pendant cette période de latence, 
une sous-population de mycobactéries continue de se multiplier (Gill et al., 2009). 
L’ensemble de ces données fait de l’état d’équilibre qu’est le granulome un phénomène dynamique 
au cours duquel le système immunitaire de l’hôte contient l’infection tout en permettant 
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aux mycobactéries de survivre au sein d’une niche cellulaire et d’être ainsi hors d‘atteinte des 
mécanismes microbicides. 
Dans certains cas, le système immunitaire peut être fragilisé, ce qui entraîne une réactivation de la 
croissance mycobactérienne et la déstructuration du granulome via la formation de centres 
nécrotiques et caséeux. Une des causes de la fragilisation du système immunitaire entraînant une 
réactivation tuberculeuse est l’immunodépression pathologique par co-infection avec le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH). Cette infection entraîne une modulation à la fois quantitative et 
qualitative des LTs CD4+. En effet, après infection par le VIH, une diminution du nombre de LTs 
CD4+ est constatée, et en priorité ceux spécifiques d’antigènes tuberculeux (Geldmacher et al., 
2010; Geldmacher et al., 2008). Cette cible cellulaire spécifique dont le mécanisme reste encore 
inconnu serait une des causes de l’augmentation de la susceptibilité à la tuberculose chez ces 
patients. 
Une autre cause de réactivation possible est liée à une immunodépression thérapeutique par 
traitement anti-TNFα. En effet, l’utilisation d’anticorps monoclonaux bloquant l’action du TNFα 
entraîne une modulation de la réponse immunitaire à différents niveaux, parmi lesquels une 
diminution de l’activité antimicrobienne du macrophage, une augmentation de la population de LTs 
régulateurs ainsi qu’une diminution du nombre de LTs CD8+ à l’activité cytolytique par la présence 
de molécules cytotoxiques de granulysine.  
L’action ciblée sur les LTs CD4+ ainsi que sur le TNFα font de ces deux éléments des 
protagonistes majeurs de la réponse immunitaire. D’autres conditions thérapeutiques peuvent 
entraîner une réactivation de la tuberculose (diabète, traitement glucocorticoïde…), mais dont les 
mécanismes d’action ne sont pas connus. Chez M. tuberculosis, ce phénomène de réactivation est 
associé à une reprise du métabolisme et de la multiplication. Tout comme pour le phénomène de 
dormance, le phénomène de « résurrection » mycobactérien est associé à l’expression de gènes 
codant des protéines Rpfs (Resuscitaion-promoting factors) nécessaires à la reprise d’une activité 
biologique normale (Downing et al., 2005) (Figure 9). Une fois le granulome totalement 
déstructuré, les mycobactéries sont libérées et peuvent alors être disséminées dans l’organisme, 
ou être exhalées et transmises : on parle alors de tuberculose active.  
L’immunité antituberculeuse est un processus complexe faisant intervenir différents partenaires 
cellulaires qui vont, au cours de l’infection, interagir avec les macrophages, cellules centrales dans 
la défense de l’organisme contre l’infection par M. tuberculosis. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Reconnaissance de M. tuberculosis par des récepteurs cellulaires. 
L’activation de la réponse immunitaire du macrophage par M. tuberculosis se fait par interaction entre les deux 
protagonistes. Cette interaction met en jeu différents récepteurs présents à la surface du macrophage. Ainsi, 
l’internalisation des mycobactéries au sein d’un phagosome se fait soit par interaction directe avec les récepteurs 
membranaires tels que le récepteur au mannose (MR) ou encore les récepteurs scavengers, DC-SIGN ou le site lectine 
du récepteur au complément de type 3 (CR3) ; soit par interaction indirecte après opsonisation. Dans ce cas, le CR3 
ainsi que le récepteur du fragment Fc des immunoglobulines (FcγR) sont impliqués. M. tuberculosis peut aussi être 
opsonisé par des collectines, molécules qui vont permettre son internalisation. (Adapté de Sasindran and Torrelles, 
2011). 
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II.  Le macrophage, partenaire essentiel de la physiopathologie de la 
tuberculose 
Le macrophage est une cellule définie comme étant un phagocyte professionnel doté de diverses 
et nombreuses fonctions dans la lutte contre l’infection. L’immunopathologie de la tuberculose est 
conditionnée par la rencontre entre M. tuberculosis et le macrophage, cellule intervenant à 
différentes étapes du cycle infectieux. Les macrophages sont des cellules clés, siège de la 
multiplication de M. tuberculosis, nécessaires à l’initiation et la propagation de l’infection alors 
qu’elles constituent classiquement la première barrière de défense de l’organisme. Pour détourner 
cette cellule à son avantage, M. tuberculosis a su développer de nombreuses stratégies 
d’adaptation afin de transformer le macrophage en un environnement favorable à sa multiplication.  
1. Exploitation des voies d’entrée dans le macrophage. 
L’activation de la réponse immunitaire du macrophage face à M. tuberculosis nécessite une 
interaction entre ces deux protagonistes. A la surface des macrophages sont localisés des 
récepteurs capables d’interagir avec M. tuberculosis. La reconnaissance du pathogène qui induit 
une cascade de signalisation aboutissant l’internalisation du pathogène via un mécanisme de 
phagocytose (Figure 10). 
La phagocytose est un processus cellulaire physiologique permettant l’internalisation de 
pathogènes par des cellules phagocytaires. Ce phénomène est issu d’un remodelage du 
cytosquelette d’actine induisant la formation de pseudopodes ou une invagination de la membrane 
plasmique en fonction du récepteur avec lequel se fait l’interaction (Caron and Hall, 1998). 
L’induction de la phagocytose peut se faire après reconnaissance directe ou indirecte des 
mycobactéries par le macrophage.  
La phagocytose indirecte dite opsonique, fait intervenir des opsonines dont les plus étudiées sont 
les opsonines classiques du sérum : les immunoglobulines et les fragments du complément. Ces 
molécules sont reconnues respectivement par les récepteurs du fragment Fcγ des 
immunoglobulines (FcγRs) et le récepteur du complément, et notamment le récepteur au 
complément de type 3 (CR3) (Figure 10 ; Tableau 2). Il existe aussi d’autres molécules 
opsonisantes telles que les collectines, familles à laquelle appartiennent les protéines du 
surfactant A & D (SP-A et SP-D) ainsi que la fibronectine, ou encore le mannose-binding lectin 
  
 
 
Tableau 2 : Récepteurs macrophagiques impliqués dans l’internalisation de M. tuberculosis 
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(MBL) (Pour revue Sasindran and Torrelles, 2011) (Figure 10 ; Tableau 2). La phagocytose 
opsonique est généralement associée à un mécanisme en faveur de l’hôte, déclenchant une 
réponse bactéricide du macrophage (de Haas et al., 1995). 
La phagocytose directe ou non opsonique de M. tuberculosis consiste en la reconnaissance de 
molécules associées au pathogène (PAMPs pour Pathogen Associated Molecular Patterns) 
localisées au niveau de l’enveloppe mycobactérienne, tels que le peptidoglycane, des 
lipoprotéines ou autres molécules à la surface de M. tuberculosis, avec des PRRs (Patterns 
Recognizing Receptors). La phagocytose non-opsonique implique divers récepteurs, parmi 
lesquels on retrouve les récepteurs lectines de types C tels que le récepteur au mannose (MR) 
(Astarie-Dequeker et al., 1999; Schlesinger, 1993) et DC-SIGN (Dendritic Cells- Specific 
intracellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) (Tailleux et al., 2005), le site lectine du 
CR3 (Cywes et al., 1996) ainsi que les récepteurs scavengers (Zimmerli et al., 1996) ou encore 
Dectin-1 (Yadav and Schorey, 2006).  (Figure 10 ; Tableau 2). 
La contribution relative de ces récepteurs dans le devenir et la survie des mycobactéries à 
l’intérieur de la cellule n’est toujours pas clairement définie. Néanmoins, l’infection de 
macrophages par deux souches différentes par leur virulence a montré qu’elles empruntent des 
voies d’entrée différentes (Schlesinger et al., 1996). De plus, l’internalisation via le MR ou les 
récepteurs scavengers entraînent un blocage de la maturation du phagosome associée à la 
poursuite de la croissance mycobactérienne, alors que les mycobactéries opsonisées et 
internalisées via le fragment Fcγ sont éliminées (Kang et al., 2005; Torrelles et al., 2006). Même si 
ce n’est pas clairement décrit, il paraît donc plausible que l’utilisation par M. tuberculosis des 
différentes voies de phagocytose dans la cellule et de leur répercussion sur l’induction de la 
réponse immunitaire soit une stratégie de survie. 
L’interaction de M. tuberculosis avec d’autres récepteurs membranaires non responsables de 
l’induction de la phagocytose est possible. Ces récepteurs agissent souvent comme co-récepteurs  
de phagocytose. Ainsi, l’interaction avec les TLRs (Toll-Like Receptors) induit la sécrétion de 
médiateurs solubles et active différents mécanismes bactéricides du macrophage infecté, 
provoquant une différence dans la survie du pathogène au sein de l’hôte (Meena and Rajni, 2010).  
Une fois phagocytées, les mycobactéries se retrouvent localisées dans un phagosome qui reste 
bloqué à un stade précoce et ne subit pas les différentes étapes de maturation le long de la voie 
endocytique aboutissant classiquement à la formation d’un phagolysosome bactéricide. 
 
  
 
Figure 11 : Maturation du phagosome après phagocytose d’une bactérie. 
La phagocytose induit une augmentation de la concentration cytosolique de Ca2
+
. Cette augmentation permet 
l’association du Ca2
+
 à la calmoduline, et le complexe formé induit l’activation de la calmoduline kinase II (CamKII). Le 
recrutement de la protéine Rab5A par fusion avec les endosomes précoces (Bucci et al., 1992) permet le recrutement de 
la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) hVps34 à la membrane du phagosome précoce en réponse à l’activation de la 
calmoduline kinase II (CaMKII) (Fratti et al., 2001; Murray et al., 2002). Une fois la PI3K hVps34 recrutée, elle induit la 
formation de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) qui, en présence de Rab5A, permet le recrutement de la protéine 
EEA1, protéine responsable de la poursuite de la maturation par la fusion du phagosome précoce avec les endosomes 
tardifs (Gaullier et al., 2000; Lawe et al., 2000). Les phagosomes intermédiaires sont une étape permettant le 
renouvellement de la membrane plasmique via l’implication des GTPases Rab et de la protéine COP1 (coat protein 1) 
(Botelho et al., 2000). Les membranes devant être dégradées sont ubiquitinylées avant d’être associées au complexe 
protéique ESCRT (pour Endosomal-Sorting Complex Required for Transport) (Lee et al., 2005). L’interaction avec les 
endosomes tardifs entraîne la formation de phagosomes tardifs. Ces phagosomes expriment notamment à leur surface 
les protéines lysosomales associées aux membranes (LAMP-1 et -2). De plus, les H
+
-ATPases présentes à la surface 
permettent d’acidifier la lumière du phagosome jusqu’à atteindre un pH de 5,5-6 (Desjardins et al., 1994). La GTPase 
Rab7A est une protéine nécessaire à la fusion entre les phagosomes tardifs et les lysosomes. Son recrutement implique 
la protéine Rab5, aussi indispensable pour la fusion avec les lysosomes (Vieira et al., 2003). Rab7A recrute plusieurs 
effecteurs à la membrane de la vacuole. Parmi eux, les RILP (Rab-interacting lysosomal protein) vont permettre le 
rapprochement entre les deux compartiments, permettant la fusion phagolysosomale (Harrison et al., 2003). Le 
phagolysosome est différentiable du phagosome tardif notamment par des membranes internes enrichies en PI3P, une 
teneur élevée en cathepsine, l’absence de mannose-6-phosphate, la présence à la membrane de la glycoprotéine 
lysosomale CD63 (Cluster de différentiation 63, aussi appelé LAMP-3) et une accumulation de H
+
-ATPases. (Pour revue, 
Flannagan et al., 2009).  
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2. Accumulation dans un compartiment non bactéricide 
Classiquement, le macrophage phagocyte des particules afin de les amener vers un compartiment 
bactéricide, le phagolysosome. Ce compartiment résulte de la maturation du phagosome 
caractérisé par une succession d’évènements cellulaires ponctués par la fusion avec des vésicules 
endosomales pour aboutir à la formation successive d’un phagosome précoce, tardif et d’un 
phagolysosome (Figure 11) (Desjardins et al., 1994; Pour revue, Flannagan et al., 2009). Cette 
fusion fut longtemps considérée comme complète entre les différentes vésicules. Cependant, une 
théorie de « kiss and run » a par la suite été proposée, mettant en avant des évènements 
successifs de fusion partielle et de fission entre les compartiments phagosomaux et endosomaux 
au cours de la maturation (Figure 11). Les voies de signalisation régulant la maturation du 
phagosome sont bien décrites (Figure 11). Elles mettent en jeu des protéines telles que la 
GTPase Rab5 ou EEA1 (Early Endosome Antigen 1) qui dirige la fusion du phagosome avec les 
endosomes précoces. Par la suite, le phagosome perd Rab5 pour acquérir Rab7, elle aussi 
impliquée dans les fusions vésiculaires. Enfin, la maturation du phagosome aboutit à la formation 
d’un phagolysosome caractérisé par des membranes internes enrichies en PI3P, une teneur 
élevée en cathepsine, l’absence de mannose-6-phosphate, la présence à la membrane de la 
glycoprotéine lysosomale CD63 (Cluster de différentiation 63, aussi appelé LAMP-3) et une 
accumulation de H+-ATPase (Figure 11) (Pour revue, Flannagan et al., 2009).  
Les mycobactéries sont capables de déjouer le rôle bactéricide du phagosome en agissant à 
différents niveaux au cours de la maturation. L’élément central de cette modulation est l’inhibition 
de la formation de PI3P par M. tuberculosis. Pour ce faire, M. tuberculosis est capable d’inhiber 
l’action de la sphingosine kinase (Malik et al., 2003), enzyme responsable de l’augmentation du 
Ca2
+ cytosolique (Figure 12). Le lipoarabinomannane (LAM), composé lipidique de l’enveloppe de 
M. tuberculosis, peut aussi agir sur la concentration en Ca2
+ cytosolique en bloquant le calcium par 
un mécanisme encore inconnu (Vergne et al., 2003). Par voie de conséquence, la cascade 
d’activation Ca2
+/ Calmoduline/ hVps34 est perturbée et la synthèse de PI3P inhibée (Malik et al., 
2000; Vergne et al., 2003). L’inhibition du PI3P est aussi provoquée par la sécrétion 
mycobactérienne de l’enzyme SapM, une phosphatase acide capable de déphosphoryler le PI3P 
du phagosome mycobactérien (Vergne et al., 2005) (Figure 12). De ce fait, l’absence 
d’accumulation du PI3P à la membrane du phagosome empêche le recrutement de la protéine 
EEA1, responsable de la poursuite de la maturation par la fusion du phagosome précoce avec les 
endosomes tardifs (Gaullier et al., 2000; Lawe et al., 2000). Un autre moyen pour la mycobactérie 
d’inhiber la maturation du phagosome est à la fois de bloquer le recrutement de la protéine Rab7 
mais aussi de maintenir la protéine Rab5 à la surface du phagosome. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Inhibition de la maturation du phagosome par M. tuberculosis 
M. tuberculosis est capable de déjouer les mécanismes microbicides mis en place par le macrophage. Il est notamment 
capable d’interférer dans les différentes étapes de la maturation du phagosome afin d’empêcher la fusion avec les 
lysosomes et d’éviter ainsi un environnement défavorable à sa réplication. 
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Ce jonglage entre les protéines Rab permet d’éviter la fusion du phagosome tardif avec le 
lysosome, et ainsi maintenir les mycobactéries dans un phagosome précoce (Clemens et al., 
2000; Via et al., 1997; Vieira et al., 2003). La fusion des phagosomes avec les lysosomes peut 
aussi être inhibée par M. tuberculosis en retenant la protéine TACO (tryptophan aspartate rich 
coated protein, également appelée coronin-1) à l’intérieur du phagosome (Ferrari et al., 1999). 
Enfin, la protéine kinase G (PknG), produite uniquement par les mycobactéries pathogènes dont 
M. tuberculosis, empêche la fusion phagosome-lysosome via un mécanisme encore non établi 
(Walburger et al., 2004). 
3. Survie dans un environnement hostile 
Malgré le blocage de la maturation du phagosome par M. tuberculosis, la bactérie est confrontée à 
des variations de pH entre le milieu extracellulaire et le phagosome, l’étape initiale d’internalisation 
s’accompagnant d’une acidification du compartiment (Rohde et al., 2007). De plus, dans certaines 
conditions, M. tuberculosis transite dans un phagolysosome avant de s’en échapper (van der Wel 
et al., 2007). L’acidification du compartiment phagosomal au cours de la maturation le long de la 
voie d’endocytose permet l’acquisition d’un environnement favorable aux activités 
antimicrobiennes de l’hôte face au pathogène internalisé. L’acidification du compartiment 
phagosomal est un phénomène provoqué par la présence de H+-ATPases, qui assurent l’entrée de 
protons dans le phagosome en hydrolysant l’ATP (Figure 13). L’acidification peut exercer une 
activité microbicide soit directement en agissant sur le métabolisme microbien, soit indirectement 
en modulant l’activité de peptides et d’enzymes antimicrobiens du macrophage. Ainsi, les 
défensines et les cathélicidines perméabilisent la membrane bactérienne (DeCoursey, 2004; Fang, 
2004), alors que les cathepsines et le lyzosyme vont préférentiellement dégrader les composés 
bactériens (Pour revue, Flannagan et al., 2009) (Figure 13). L’acidification du phagosome favorise 
aussi la formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS) (Jackett et al., 
1978; Stuehr et al., 1989). Les enzymes impliquées dans ces voies sont la NADPH oxydase et la 
nitric oxyde synthase (iNOS), respectivement (Figure 13). Les ROS et les RNS peuvent agir de 
façon synergique et cibler plusieurs effecteurs microbiens, comme les groupements thiols, les 
résidus tyrosines, les acides nucléiques ou encore les lipides. Les protéines seront alors inactivées 
et les lipides oxydés. Des dommages sur l’ADN bactérien peuvent aussi être générés. De façon 
générale, l’action des ROS et RNS peut perturber le métabolisme bactérien, allant jusqu’à inhiber 
sa réplication (Fang, 2004). 
La maturation du phagosome peut enfin induire un effet bactériostatiquue par la privation des 
pathogènes en nutriments (Figure 13). Deux mécanismes peuvent provoquer cette privation : la 
  
 
 
 
Figure 13 : Mécanismes antimicrobiens développés par la cellule au sein du phagosome. 
Au sein du phagosome, la cellule est capable de développer un arsenal de mécanismes qui vont lui permettre de 
détruire le pathogène internalisé. Parmi ces mécanismes, la diminution du pH intraphagosomal joue un rôle central car il 
peut moduler le métabolisme microbien, mais aussi permettre l’activité d’enzymes actives à pH acide et la formation de 
radicaux oxygénés et azotés (Adapté de Flannagan et al., 2009). 
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séquestration des nutriments, avec pour exemple la lactoferrine qui une fois libérée dans la 
lumière du phagosome est capable de séquestrer le fer (Schaible et al., 2002), et l’extravasation 
de cations divalents via la protéine NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 
1) (Gunshin et al., 1997; Mackenzie and Hediger, 2004).  
De la même manière que M. tuberculosis a mis en place une stratégie d’inhibition de la maturation 
du phagosome, elle a aussi développé une stratégie de protection contre ces mécanismes 
microbicides. Au cours de la maturation du phagosome, le pH phagosomal à beau diminuer, les 
mycobactéries réussissent à maintenir leur pH intracellulaire intact. Une analyse transcriptomique 
de M. tuberculosis a permis de mettre en évidence l’expression de gènes impliqués dans la 
résistance à un environnement acide pendant l’infection (Rohde et al., 2007). D’autre part, la 
génération de mutants de M. tuberculosis sensibles à un pH acide a permis de mettre en évidence 
l’implication de gènes codant des molécules impliquées dans les propriétés de l’enveloppe dans la 
résistance à un environnement acide, et notamment la synthèse du peptidoglycane ou des lipides 
de la paroi (Vandal et al., 2008; Vandal et al., 2009). L’implication de deux enzymes 
mycobactériennes dans la résistance à un pH acide a aussi été mise en évidence au cours de ce 
criblage. Ainsi, la protéine Rv3671c est une sérine-protéase associée à la membrane et la protéine 
Rv2136c serait l’homologue d’une protéine d’Escherichia Coli impliquée dans la biosynthèse du 
peptidoglycane (Tableau 3). 
Il existe d’autres composés de la membrane qui participent à la résistance à l’acidité telle que la 
protéine membranaire OmpAtb (Raynaud et al., 2002) (Tableau 3). Cette protéine localisée sur la 
membrane externe de la mycobactérie est impliquée dans la formation de pores, dont le canal se 
fermerait à pH acide (Molle et al., 2006). Enfin, le transport du magnésium Mg2+ pourrait permettre 
à la mycobactérie de résister à l’acidification de son environnement en maintenant l’intégrité de 
l’enveloppe. Il aurait alors un rôle de cofacteur d’enzymes ou dans l’export de protons par la Mg2+-
ATPase (Cotter and Hill, 2003) (Tableau 3). 
M. tuberculosis est aussi capable de lutter contre l’action des ROS et RNS en synthétisant des 
protéines qui permettent la détoxification de son environnement. En effet, le gène katG exprimé 
par M. tuberculosis, code une catalase-peroxidase qui permet la décomposition du peroxide 
d’hydrogène H2O2 en eau et oxygène dans le phagosome (Ng et al., 2004) (Figure 13, Tableau 
3). Aussi, les enzymes SodA et SodC sont des superoxide dismutases synthétisées par M. 
tuberculosis et localisées au niveau de l’enveloppe (Wu et al., 1998). Elles utilisent respectivement 
le fer et une association cuivre/zinc pour transformer l’anion superoxyde O2
-•en H2O2 (Edwards et 
al., 2001; Piddington et al., 2001) (Tableau 3). L’action de KatG et SodA est due à la présence de 
la protéine SecA2 qui est un constituant d’un système de sécrétion et est indispensable à l’export 
  
 
Tableau 3 : Mécanismes de lutte de M. tuberculosis à l’intérieur d’un phagosome. 
 
 
Protéine Rôle Rérérences 
 
OmpAtb 
 
Formation de pores fermés à pH 
acide 
(Raynaud et al., 2002) 
(Molle et al., 2006) 
 
Rv3671c 
 
Sérine-protéase 
Résistance à un pH acide 
(Vandal et al., 2008) 
 
Rv2136c 
 
Biosynthèse du peptidoglycane 
Résistance à un pH acide 
(Vandal et al., 2009) 
 
Transporteur de Mg
2+ 
 
Cofacteur d’enzymes 
Export de H
+
 
(Cotter and Hill, 2003) 
 
KatG 
 
Catalase peroxydase 
H2O2 O2 + H2O 
(Ng et al., 2004) 
 
SodA et SodC 
 
Superoxyde dismutase 
O2
• - 
H2O2 
(Edwards et al., 2001) 
(Piddington et al., 2001) 
 
SecA2 
 
Composante du système de sécrétion 
nécessaire à l’export de KatG et 
SodA 
(Braunstein et al., 2003) 
(Kurtz et al., 2006) 
 
Co-enzyme F420 
 
NO2  NO +O2 
(Purwantini and Mukhopadhyay, 
2009) 
 
Mycothiols 
 
antioxydants (Senaratne et al., 2006) 
 
Peroxynitrite reductase 
 
Inhibe la formation de peroxynitrite (Chen et al., 1998) 
Methioninsulfoxireductase Réduction de la méthionine sukfoxyde (St John et al., 2001) 
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de ces deux molécules (Braunstein et al., 2003; Kurtz et al., 2006). Cette protéine, en plus de 
l’export de molécules permettant la résistance aux ROS, pourrait exporter d’autres molécules 
impliquées dans la survie de la mycobactérie, notamment en ayant un rôle immunomodulateur 
(Kurtz et al., 2006). M. tuberculosis est aussi capable de développer des mécanismes permettant 
la diminution de RNS dans le phagosome. Ainsi, la localisation de l’enzyme iNOS au phagosome 
peut être inhibée, empêchant ainsi la production et l’accumulation de l’oxyde nitrique •NO (Miller et 
al., 2004) (Figure 14). D’autres évidences biochimiques de détoxification des RNS par M. 
tuberculosis via l’action du coenzyme F-420 qui convertit le dioxyde d’azote •NO2 en NO et O2 
(Purwantini and Mukhopadhyay, 2009) (Figure 14, Tableau3). Cependant, cette activité n’est 
efficace qu’in vitro (Darwin et al., 2003; Darwin and Nathan, 2005).  
M. tuberculosis possède aussi des molécules aux propriétés antioxydantes permettant de la 
maintenir dans un environnement favorable. Ainsi, elles synthétisent du mycothiol, antioxydant qui 
va lui permettre de résister au stress oxydatif (Tableau 3). La synthèse de molécules comme les 
mycothiols nécessite entre autres l’action d’une réductase codée par le gène CysH (Carroll et al., 
2005), et dont l’expression permet de lutter contre la mise en place de la réponse adaptative 
(Senaratne et al., 2006).  
Une fois activés, les macrophages produisent du NO et de O2
• -, deux radicaux libres qui peuvent 
interagir pur former du peroxynitrite (ONOO-) (Figure 14). Afin de détoxifier son environnement, M. 
tuberculosis exprime une enzyme ayant à la fois une activité peroxydase dépendante du NADPH 
ainsi qu’une activité peroxynitrite réductase. Cette enzyme est formée par un complexe 
multiprotéique qui va permettre d’empêcher la formation de peroxynitrite et de peroxydes, 
diminuant ainsi les dommages protéiques (Chen et al., 1998) (Figure14, Tableau 3). 
Il existe un autre mécanisme de défense contre les activités antimicrobiennes du macrophage qui 
a pour objectif, au lieu d’empêcher la dégradation des protéines, de réparer les dommages causés 
par les ROS et RNS. Ainsi, la génération de méthionine sulfoxide, molécule capable d’interférer 
dans les fonctions protéiques, peut être réduite en méthionine par la méthioninsulfoxide reductase 
(Msr) (St John et al., 2001). Enfin, le protéasome mycobactérien permet de lutter contre les stress 
oxydatif et nitrosatif en dégradant les protéines qui ont été oxydées, nitrées, ou encore nitrosylées 
de manière irréversible (Darwin et al., 2003).  
M. tuberculosis a développé à la fois une stratégie d’inhibition en bloquant la maturation du 
phagosome, et aussi une stratégie de protection en développant des mécanismes de défense face 
aux activités antimicrobiennes. Un autre moyen d’éviter les fonctions bactéricides du phagosome 
est de s’en échapper pour se localiser dans le cytoplasme du macrophage. 
  
Figure 14 : Les différents radicaux oxygénés et azotés produits par le macrophage. 
Le macrophage est capable de produite différents radicaux oxygénés et azotés en réponse à une infection par M. 
tuberculosis. Afin de survivre dans cet environnement hostile, les mycobactéries ont développé des mécanismes 
d’inhibition de production de ces molécules toxiques (Adapté de Fang, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14 bis : Représentaion schématique du système de sécrétion de type VII. 
La protéine ESAT-6 complexée à CFP-10 utilise ce système de sécrétion afin d’être exportée dans l’environnement 
mycobactétrien (Teutschbein et al., 2009). 
 
O2
Anion superoxyde O2
-•
H2O2Peroxyde d’hydrogène
OH•Radical hydroxylé
H2OEau
Oxygène
ONOO-
peroxynitrite
ONOOH
Acide peroxynitreux
[•NO2- - -OH•]
Espèces réactives de l’oxygène (ROS) Espèces réactives de l’azote (NOS)
H+
Phagocyte oxydase
RNH2
•NO
NO2
-
•NO2
NO3
-
Oxyde nitrique
Nitrite
Dioxyde d’azote
Nitrate
Arginine
Nitric oxide syntase (iNOS)
Superoxyde dismutase
          INTRODUCTION 
51 
4. Echappement du phagosome 
Très longtemps, M. tuberculosis a été perçu comme un pathogène exclusivement localisé dans 
une vacuole membranaire, et dont le seul accès vers l’extérieur, nécessaire notamment à l’apport  
de nutriments pour sa survie, se faisait via le trafic avec les endosomes (Welin and Lerm, 2012). 
En se basant sur les travaux réalisés sur M. marinum, il est maintenant clairement défini que M. 
tuberculosis est capable d’échapper au phagosome en sortant dans le cytosol (Simeone et al., 
2012; Stamm et al., 2003; van der Wel et al., 2007). L’échappement dans le cytosol repose sur la 
production d’un système de sécrétion de type VII (Figure 14bis), nommé ESX-1, et codé par des 
gènes localisés dans la région de différence 1 (RD1). Ce système ESX-1 permet l’export des 
protéines ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target 6kDa), et CFP10 (Culture Filtrate Protein) 
sous forme hétérodimérique. Chez M. marinum, ESAT-6 serait capable de former des pores dans 
la membrane du phagosome afin de favoriser l’échappement de la mycobactérie dans le cytosol 
(Smith et al., 2008). Chez M. tuberculosis, RD1 et le gène codant la protéine ESAT-6 seraient 
indispensables à la translocation des mycobactéries dans le cytosol (Simeone et al., 2012; van der 
Wel et al., 2007). Ce phénomène serait néanmoins différent de celui utilisé par M. marinum car il 
n’engagerait pas motilité liée à l’actine (Stamm et al., 2003). 
L’échappement du phagosome permet à M. tuberculosis de se multiplier plus massivement au sein 
de la cellule hôte. Un autre intérêt qu’a M. tuberculosis de s’échapper du phagosome est qu’une 
fois dans le cytoplasme, il est capable d’induire la mort de la cellule, lui permettant de s’échapper 
afin de disséminer. 
5. Contrôle du programme de mort cellulaire. 
La découverte de la régulation du programme de mort cellulaire après infection par un pathogène 
a permis de mettre évidence un mécanisme unique à la régulation de la réponse immunitaire et au 
contrôle de l’infection. Il existe deux principaux mécanismes de mort cellulaire que sont la nécrose 
et l’apoptose.  
La nécrose est un mécanisme de mort cellulaire caractérisé par une perméabilisation de la 
membrane plasmique qui entraîne la libération du contenu cytoplasmique dans le milieu 
extracellulaire (Figure 15). La libération du contenu cellulaire engendre le déclenchement d’une 
réponse inflammatoire. Depuis peu, la notion de nécrose programmée ou nécroptose a été étudiée 
(Cho et al., 2009; Golstein and Kroemer, 2007). Il s’agit d’une voie d’induction de la mort cellulaire 
sous différentes conditions, notamment la présence de dommages sur l’ADN ou encore la liaison 
du TNFα à son récepteur (Hitomi et al., 2008; Zhang et al., 2009). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : Représentation schématique des mécanismes de mort cellulaire. 
Le programme de mort cellulaire regroupe l’apoptose, la nécrose, et la mort associée à une augmentation de 
l’autophagie (traduite de Fink and Cookson, 2005) . 
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L’apoptose est quant à elle un programme de mort cellulaire physiologique inductible par la cellule. 
A la différence de la nécrose, l’apoptose n’induit pas de réaction inflammatoire, et n’est donc pas 
associée à une atteinte tissulaire. Elle résulte en la déstructuration de la cellule par formation de 
plusieurs vésicules, appelées corps apoptotiques (Figure 15). Ces corps seront phagocytés par 
des phagocytes professionnels, mécanisme appelé l’efferocytose, pour être détruits ou servir 
d’antigènes afin d’être présentés aux LTs (Lee et al., 2009b; Martin et al., 2012). Il existe trois 
mécanismes d’induction de l’apoptose via l’activation de la voie dite des caspases. 
Le premier mécanisme implique une voie extrinsèque d’induction de l’apoptose. Elle met en jeu 
l’interaction des récepteurs de la famille du TNF, tels que le TNFR1 ou encore Fas, et leurs ligands  
respectifs, i.e. TNFα et Fas ligand (FasL) (Chen and Wang, 2002). Cette interaction entraîne la 
formation d’un complexe signal de mort cellulaire DISC (Death-Inducing Signal Complex) qui va 
initier une cascade de réactions. Cette cascade aboutit à l’activation des caspases 3, 6 et 7. 
Un second mécanisme met en jeu la voie intrinsèque d’induction de l’apoptose. Ainsi, des facteurs 
de stress subis par la cellule vont induire la perméabilisation de la membrane mitochondriale et 
permettre la sortie de cytochrome C dans le cytoplasme de la cellule. Ce cytochrome C va se lier à 
la pro-caspase 9 ainsi qu’à d’autres protéines pour former un complexe appelé l’apoptosome 
(Riedl and Salvesen, 2007). Ce complexe va induire l’activation de la caspase 9, molécule 
participant à l’activation des mêmes caspases 3, 6 et 7. La prostaglandine eiosanoïde 2 (PGE2) et 
la lipoxine A4 (LXA4) sont deux molécules qui peuvent réguler l’apoptose intrinsèque (Chen et al., 
2008). Ces deux molécules sont impliquées dans les réparations membranaires nécessaires à 
l’issue de la phagocytose, et protègent aussi des dommages mitochondriaux (Behar et al., 2011). 
Enfin, un dernier mécanisme d’induction de l’apoptose est dépendent de la présence de LTs ainsi 
que de NKs dans l’environnement. Ces cellules produisent un couple de perforine/granzyme B, 
molécules capables de former des pores dans la membrane plasmique et d’activer la voie des 
caspases, et notamment la caspase 3 (Lee et al., 2009b). 
Le dogme actuel consiste à dire que la nécrose est un mécanisme favorable au pathogène car 
même si elle engendre une réponse inflammatoire, elle permet une libération massive des 
mycobactéries dans le milieu extracellulaire favorable à l’infection de nouvelles cellules (Figure 
16). A l’inverse, l’apoptose est un mécanisme silencieux où les mycobactéries sont retenues dans 
les corps apoptotiques qui sont phagocytés par un nombre restreint de cellules et donc moins 
favorable à la dissémination des mycobactéries mais plus favorable à l’hôte. En effet, le rôle de 
l’apoptose dans l’infection par M. tuberculosis serait de contenir le bacille en inhibant la réplication 
et évitant la dissémination, mais aussi de faciliter la présentation des antigènes aux LTs, le tout via  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16 : M. tuberculosis est la mort cellulaire. 
Les deux voies de mort cellulaires sont décrites suivant le dogme retrouvé dans la littérature. La nécrose serait favorable 
à une dissémination du bacille alors que l’apoptose serait favorable à la défense de l’hôte (Adapté de Behar et al., 2010) 
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l’efferocytose (Figure 16). Ce principe de mort cellulaire programmée en tant que mécanisme 
antimicrobien est relativement récent (Fratazzi et al., 1997; Martin et al., 2012). 
Jusque-là pensée comme incontrôlée, le rôle de M. tuberculosis sur l’induction de la nécrose est 
très peu renseigné. Néanmoins, des travaux montrent un rôle de la protéine ESAT-6 sécrétée par 
M. tuberculosis dans la modulation de la nécrose (Simeone et al., 2012; Welin et al., 2011), et 
récemment, de nouveaux travaux sur M. marinum impliquent les mycobactéries dans la 
modulation de l’induction de la nécrose programmée (Roca and Ramakrishnan, 2013). 
« Plus une souche de M. tuberculosis est virulente, moins elle induit d’apoptose » (Keane et al., 
2000). M. tuberculosis est capable d’inhiber la mise en place de l’apoptose en agissant sur 
différentes voies. Par exemple la séquestration du TNFα par sécrétion d’un récepteur soluble en 
réponse à une augmentation d’Il-10 (Balcewicz-Sablinska et al., 1998), ou la modulation de la 
balance PGE2/LXA4 sont des mécanismes qui inhibent l’induction de l’apoptose(Chen et al., 2008). 
M. tuberculosis exprime aussi des gènes dont les produits sont capables de moduler ce 
phénomène. Ainsi, NuoG, SecA2 ou la superoxyde dismutase sont des molécules impliquées dans 
l’inhibition de l’apoptose (Edwards et al., 2001; Hinchey et al., 2007; Velmurugan et al., 2007). 
Ce dogme a été ébranlé par la description d’une induction de l’apoptose de macrophages infectés 
par des souches de M. tuberculosis (Lee et al., 2006). Dans cette étude, les auteurs décrivent 
qu’une infection avec une forte quantité de mycobactéries au sein d’un macrophage infecté induit 
l’apoptose sans affecter la viabilité cellulaire. L’apoptose ne serait donc plus seulement un 
mécanisme de défense contre une infection mais pourrait être utilisée par M. tuberculosis afin de 
disséminer après s’être suffisamment répliqué. 
 
Il existe un troisième mécanisme de mort cellulaire dit « programme de mort cellulaire par 
autophagie ». Il n’a cependant jamais été décrit à ce jour d’induction de la mort cellulaire par ce 
mécanisme. Toutefois, le programme de mort cellulaire a été associé à une augmentation du 
mécanisme autophagique de la cellule (Pour revue, Kroemer and Levine, 2008). 
L’autophagie est un mécanisme d’homéostasie cellulaire au cours duquel les cellules phagocytent 
leur propre matériel cytoplasmique. Ce phénomène permet un recyclage constant de protéines 
comme d’organelles cytoplasmiques (Deretic, 2006). Trois étapes composent ce mécanisme : Une 
première étape d’initiation, suivi d’une étape d’élongation et enfin une étape de fusion avec les 
lysosomes (Figure 17A). Ce mécanisme cellulaire est régulé par de nombreuses protéines, aussi 
appelées facteurs de l’autophagie (Atg) et dont l’Atg 8 ou LC3 est utilisé comme marqueur de ce 
phénomène cellulaire. Au cours de la réponse immunitaire, l’autophagie peut être induite par la  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17 : L’autophagie, mécanisme physiologique utilisé pour lutter contre une infection. 
(A) L’autophagie est un mécanisme qui comporte trois phases aboutissant à la formation d’autophagolysosome  : une 
phase d’initiation, une phase d’élongation et une phase de fusion avec les lysosomes. Un marqueur de l’autophagie est 
la protéine LC3 (Atg8), molécule effectrice impliquée dans la formation de l’autophagophore. (B) Le mécanisme 
autophagique intervient dans plusieurs situations. Ainsi, qu’une mycobactérie soit à l’intérieur d’un phagosome 
endommagé ou non, ou directement localisée dans le cytosol de la cellule infectée, le mécanisme autophagique peut 
être mis en œuvre pour aboutir à la destruction de la bactérie (Pour revue, Mostowy and Cossart, 2012) 
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présence d’IFN-γ et de TNFα, alors qu’elle va être inhibée par la présence de cytokines impliquées 
dans une réponse de type Th2, l’Il-4 et l’Il-13. 
Ce mécanisme cellulaire est aussi un mécanisme de défense contre les pathogènes internalisés. 
Ainsi, qu’elles soient libres dans le cytosol ou bien localisées dans un phagosome, les bactéries 
présentes dans le macrophage peuvent être reconnues par la machinerie autophagique (Figure 
17B). L’autophagie joue un rôle dans le contrôle de M. tuberculosis par le macrophage. En effet, 
l’induction de l’autophagie, que ce soit pharmacologiquement (rapamycine) ou physiologiquement 
(stimulation par IFN-γ), diminue la survie de M. tuberculosis dans le macrophage. Cette diminution 
est corrélée avec la maturation du phagosome et son acidification (Gutierrez et al., 2004). La 
raison pour laquelle M. tuberculosis est incapable de survivre dans un autophagolysosome alors 
qu’il le peut dans un phagolysosome reste à être découverte. Une possibilité serait l’utilisation 
d’ubiquitine, dont des fragments sont retrouvés dans l’autophagosome (Alonso et al., 2007; 
Ponpuak et al., 2010).  
Comme pour la plupart des mécanismes de défense mis en place par le macrophage après 
infection, M. tuberculosis est là aussi capable de déjouer ce mécanisme (Jo, 2013). Ainsi, le gène 
eis (enhanced intracellular survival) code une protéine impliquée entre autres dans la modulation 
de l’autophagie. En effet, une souche mutée dans l’expression de ce gène induit une augmentation 
de la formation d’autophagosomes, à la fois in vitro et in vivo (Shin et al., 2010). Un second moyen 
d’inhibition de l’autophagie par M. tuberculosis est la sécrétion de la protéine ESAT-6. En effet, 
cette protéine permettrait d’induire l’activation de l’inflammasome macrophagique, machinerie 
cellulaire qui inhibe l’induction du mécanisme autophagique (Jo et al., 2012; Mishra et al., 2010). 
Outre les mécanismes intracellulaires que le macrophage est capable de développer pour lutter 
contre l’infection par M. tuberculosis, cette cellule a pour rôle d’alerter les autres cellules du 
système immunitaire. Ce signal se fait par sécrétion de médiateurs solubles dans l’environnement 
du site d’infection. 
6. Modulation de la réponse inflammatoire 
Les médiateurs solubles sécrétés par le macrophage infecté sont composés à la fois de 
chimiokines, molécules indispensables au recrutement des cellules immunitaires par la formation 
d’un gradient chimiotactique, mais aussi de cytokines qui vont réguler les différentes fonctions 
bactéricides des cellules (Figure 18). Les macrophages seront alors activés, via une voie 
classique ou une voie alternative, en fonction de l’environnement cytokinique développé. 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : Sécrétion de différents médiateurs solubles par le macrophage infecté. 
En réponse à une infection par M. tuberculosis, le macrophage est capable de sécréter différents médiateurs solubles 
qui vont permettre le développement de la réponse immunitaire via le recrutement d’autres cellules immunitaires ainsi 
que leur activation. Le macrophage peut aussi être induit par sa propre production de cytokines. 
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Les chimiokines 
Au cours de la réponse immunitaire face à une infection par M. tuberculosis, le recrutement des 
différentes populations cellulaires par les macrophages infectés s’effectue par l’intermédiaire de 
chimiokines, molécules solubles sécrétées par les cellules déjà présentes sur le site d’infection. La 
formation d’un gradient chimiotactique permet aux autres cellules immunitaires de converger vers 
le site d’infection. Les chimiokines jouent un rôle primordial au cours de l’infection par M. 
tuberculosis, notamment car le recrutement des cellules inflammatoires permet à la formation du 
granulome (Peters and Ernst, 2003). 
L’interleukine 8 (Il-8 ou CXCL8), MCP-1 (protéine chimiotactique des monocytes 1, aussi appelée 
CCL2) et RANTES (Regulated And Normal T cell Expressed and Secreted, aussi appelé CCL5) 
sont les principales chimiokines sécrétées par le macrophage au cours de l’infection (Figure 18). 
Ces molécules peuvent être induites par l’activation de cascades de signalisation après activation 
de récepteurs tels que les TLRs (Lee et al., 2009a), mais aussi par la sécrétion d’autres 
médiateurs solubles (Friedland et al., 1992; Zhang et al., 1995) (Tableau 4). Elles permettent le 
recrutement des différentes populations de la réponse immunitaire comme par exemple les 
neutrophiles (Il-8), ou les LTs (MCP-1 et RANTES) (Tableau 4). Leur rôle dans le recrutement des 
autres cellules de l’immunité en font des molécules primordiales à la mise en place du granulome 
(Mendez-Samperio, 2008; Vesosky et al., 2010). RANTES serait aussi impliquée dans le contrôle 
de la croissance de M. tuberculosis au sein des macrophages alvéolaires, mais le mécanisme 
d’action reste à ce jour méconnu (Saukkonen et al., 2002). 
Les cytokines 
Une fois sur place, la communication entre les différentes populations cellulaires ainsi que leur 
activation se fait par l’action de cytokines. Au cours de la réponse immunitaire, les cytokines sont 
sécrétées dans le but de créer un environnement favorable au développement de la réponse 
immunitaire, facilitant les liens entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Elles vont aussi 
permettre la régulation, qu’elle soit autocrine ou paracrine, de la réponse induite (Cooper et al., 
2011). Ces cytokines sont de deux types : pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire, certaines 
pouvant être les deux à la fois. 
L’interleukine 12 (Il-12), le TNFα (Tumor Necrosis Factor α), ou encore l’interféron γ (IFNγ) sont les 
principales cytokines pro-inflammatoires dans la réponse immunitaire après infection par M. 
tuberculosis (Figure 18 ; Tableau 4). L’Il-12 est une cytokine exprimée sous forme homodimérique 
Il-12p40, ou hétérodimérique avec les sous-unités Il-12p35 ou Il-23p19, liées de manière covalente 
à l’Il-12-p40 pour former respectivement l’Il-12p70 et l’Il-23 (Tableau 4). Ces cytokines sont  
  
 
Tableau 4 : Différents médiateurs solubles sécrétés par le macrophage au cours de l’infection. 
Médiateurs 
Solubles 
Induction de Sécrétion Rôle Références 
CHIMIOKINES 
Il-8 
Sécrétion TNFα et Il-1β 
TLR2ROS 
MRPPAR-γ 
Recrutement cellulaire, surtout 
neutrophiles 
Formation du granulome 
(Mendez-Samperio, 2008) 
(Rajaram et al., 2010) 
(Lee et al., 2009a) 
MCP-1 TLR2ROS 
Recrutement de monocytes, DCs, et LTs 
CD4
+
 Th2 
Formation du granulome 
(Flores-Villanueva et al., 
2005) 
(Lee et al., 2009a) 
RANTES Sécrétion d’IFNγ 
Recrutement de LTs et cellules 
leucocytaires 
Formation du granulome 
Contrôle de la croissance de Mtb 
(Vesosky et al., 2010) 
(Saukkonen et al., 2002) 
CYTOKINES 
Il-12p40 TLR2 et TLR9 
Pro-inflammatoire 
Induction de LTs CD4
+
 Th1 
Activation des DCs et migration vers les 
organes lymphoïdes secondaires
 
(Bafica et al., 2005) 
(Cooper and Khader, 2008) 
(Khader et al., 2006) 
Il-12p70 
TLR7 et TLR8 
Macrophages activés 
Pro-inflammatoire 
Induction et maintien des fonctions 
effectrices de LTs CD4
+
 Th1 
(Gerosa et al., 2008) 
(Khader et al., 2005) 
Il-23 
TLR2  
NOD2 
Pro-inflammatoire 
Induction de LTs CD4
+
 Th17 
Induit une réponse dépendante de l’IFNγ 
(Gerosa et al., 2008) 
(Khader et al., 2005) 
(Khader et al., 2007) 
TNFα 
Autorégulation 
Phagocytose 
Pro-inflammatoire 
Action autocrine 
Induction chimiokinique 
Maintien du granulome 
Action synergique avec IFN-γ 
Activation des macrophages 
(Roach et al., 2002) 
(Cooper et al., 2011) 
(Mootoo et al., 2009) 
IFNγ Sécrétion Il-12 
Pro-inflammatoire 
Activation des macrophages 
Stimule la production de ROS et RNS 
(Zuniga et al., 2012) 
(Cooper et al., 2002) 
(Kaufmann, 2001) 
TGF-β Sécrétion Il-10 
Anti-inflammatoire 
Inhibe la prolifération des LTs 
Désactivation des macrophages par  
- inhibition de  iNOS 
- régulation de TNFα et IFNγ 
(Fargeas et al., 1992) 
(Ding et al., 1990) 
(Toossi and Ellner, 1998) 
(Othieno et al., 1999) 
Il-10 Phagocytose 
Anti-inflammatoire 
↓ TNFα, Il-12 et IFNγ 
Inhibe l’action des Cathepsines S  
Stimule les LTs CD4
+
 Th2 
(Shaw et al., 2000) 
(Sendide et al., 2005) 
(Zuniga et al., 2012) 
Il-6  
Pro- & Anti- inflammatoire 
Modulation de l’activation des 
macrophages 
Différentiation LTs CD8
+
 & CD4
+
 Th17 
(Nagabhushanam et al., 
2003) 
(Khader et al., 2007) 
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produites en réponse à l’activation de récepteurs, à la sécrétion d’autres cytokines ou sont 
autorégulées (Tableau 4) (Bafica et al., 2005; Gerosa et al., 2008; Zuniga et al., 2012). Ces 
cytokines sont impliquées dans l’induction et le maintien des fonctions effectrices des LTs CD4+ 
Th1, l’induction d’une réponse dépendante de la sécrétion d’IFNγ, ainsi que l’activation des 
cellules dendritiques et des macrophages (Cooper and Khader, 2008; Khader et al., 2005; Zhang 
et al., 1999). Certaines, comme les TNFα et l’IFNγ ont une action synergique dans le contrôle de 
l’infection en stimulant les mécanismes microbicides impliqués dans le contrôle de la multiplication 
bactérienne. Le TNFα joue un rôle particulier dans le maintien de la formation granulomateuse en 
induisant la sécrétion de chimiokines nécessaires au recrutement des différentes cellules de 
l’immunité, ainsi que celui de fibroblastes constituant la matrice fibreuse du granulome 
mycobactérien (Roach et al., 2002) ; (Cooper et al., 2011; Mootoo et al., 2009). 
A l’inverse, deux cytokines anti-inflammatoires régulent la réponse immunitaire : le TGFβ 
(Transforming Growth Factor β) et l’interleukine 10 (Il-10) (Tableau 4). Ces deux molécules 
agissent en coopération sur la modulation de la réponse immunitaire (Othieno et al., 1999) et leur 
sécrétion peut être bénéfique au devenir de l’infection (Rosas-Taraco et al., 2011). La sécrétion 
d’Il-10 est induite après phagocytose de M. tuberculosis, et la sécrétion de cette cytokine est 
capable d’induire la sécrétion de TGFβ (Shaw et al., 2000). Ces cytokines sont principalement 
impliquées dans la modulation de la réponse immunitaire en inhibant les réponses pro-
inflammatoires et en stimulant les réponses anti-inflammatoires (Fargeas et al., 1992) ; (Ding et al., 
1990; Toossi and Ellner, 1998).(Sendide et al., 2005). (Zuniga et al., 2012).  
Enfin, l’interleukine 6 (Il-6) est une cytokine ayant à la fois des effets pro- et anti- inflammatoires. 
Sa sécrétion peut être induite par des lipides d’enveloppe de M. tuberculosis et elle est impliquée 
dans le développement d’une réponse cellulaire adéquate à l’infection, notamment dans la 
modulation de l’activation des macrophages et la différentiation des LTs cytotoxiques CD8+, ainsi 
que des LTs CD4+ en Th17 (Tableau 4) (Cooper and Khader, 2008). 
Malgré la mise en place de tous les moyens possible pour lutter contre l’infection de M. 
tuberculosis, ce dernier a su développer des stratégies de défenses contre les mécanismes de 
l’hôte. M. tuberculosis est capable d’interférer dans la sécrétion de médiateurs solubles afin de 
moduler la réponse immunitaire. L’intérêt s’est principalement porté sur le rôle des composants de 
l’enveloppe mycobactérienne dans la modulation de la sécrétion. Ainsi, on peut rendre compte 
d’un effet majoritairement anti-inflammatoire via l’inhibition de la production de TNFα, d’Il-6 et/ou 
d’Il-12p40 (Dahl et al., 1996; Knutson et al., 1998; Lee et al., 2007; Rousseau et al., 2004); (Reed 
et al., 2004); (Stadthagen et al., 2006). Toutefois, certains composés de l’enveloppe 
mycobactérienne joueraient un rôle pro-inflammatoire en augmentant la sécrétion de ces 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Polarisation macrophagique. 
Fonction de leur état d’activation, les macrophages possèdent des caractéristiques spécifiques, que ce soit dans 
l’expression de récepteurs à la surface, de sécrétion de cytokines ou encore d’activité antimicrobienne. 
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cytokines (Lima et al., 2001; Welsh et al., 2008), et la structure de ces composants serait 
essentielle pour garantir les fonctions immunomodulatrices (Dao et al., 2008; Rao et al., 2005; Rao 
et al., 2006). 
Activation des macrophages 
Au cours de l’infection, le recrutement des différentes populations cellulaires de la réponse 
immunitaire se fait par sécrétion de médiateurs solubles. Une fois sur le site d’infection, ces 
cellules sécrètent à leur tour de nouvelles cytokines qui participent entre autres à l’activation des 
macrophages présents. Deux types d’activation sont décrits, l’activation dite classique ou M1 des 
macrophages, et l’activation dite alternative ou M2 (Figure 19) (Pour revue, Lugo-Villarino et al., 
2011). 
En réponse à une infection par M. tuberculosis, les cellules immunitaires recrutées sur le site 
d’infection développent un environnement pro-inflammatoire. Cet environnement est favorable à 
l’activation des macrophages via la génération et la sécrétion de cytokines et notamment d’IFN-γ, 
induisant une activation dite classique ou M1 des macrophages (Figure 19). Cette polarisation des 
macrophages vers la voie classique est décrite chez l’animal mais est aussi retrouvée au niveau 
clinique (Benoit et al., 2008). Au niveau granulomateux, des macrophages activés de façon 
classique sont retrouvés entre 7 et 30 jours après infection (Redente et al., 2010). Cette activation 
des macrophages entraine une potentialisation de l’effet microbicide ainsi qu’une restriction de la 
réplication bactérienne (Ehrt et al., 2001). En effet, elle se caractérise par une augmentation des 
capacités phagocytaires du macrophage via l’augmentation de l’expression de récepteurs à la 
surface de la cellule, mais aussi le développement d’un environnement toxique pour la bactérie au 
sein du phagosome aboutissant à la fusion avec les lysosomes (Ehrt et al., 2001; Martinez et al., 
2009; Murray and Wynn, 2011). L’environnement néfaste à M. tuberculosis généré par la 
polarisation M1 des macrophages a engendré le développement par les mycobactéries de 
mécanismes permettant la modulation de la mise en place de ces mécanismes. Ainsi, M. 
tuberculosis est capable d’inhiber l’activation des macrophages induite par l’IFN-γ via la production 
de facteurs de virulence, tels que ESAT-6 (Deretic et al., 2004). 
La polarisation des macrophages est un phénomène réversible. Ainsi, dès 3 semaines après 
infection par M. tuberculosis, une réponse anti-inflammatoire se développe dont les chefs de file 
sont la sécrétion d’Il-4 et d’Il-10, favorisant une activation des macrophages vers la voie alternative 
ou M2 (Figure 19). La voie d’activation alternative des macrophages possède des propriétés 
immunomodulatrices permettant de générer un environnement anti-inflammatoire, favorable au 
développement des mycobactéries (Martinez et al., 2009; Raju et al., 2008). Cette activation 
entraîne une diminution de l’effet microbicide et est bénéfique à la réplication mycobactérienne. 
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En effet, les macrophages M2 produisent moins de NO et rendent l’accessibilité au fer plus 
permissive, la privation en fer étant un mécanisme clé du bactériostatisme (Forbes and Gros, 
2001; Kahnert et al., 2006). M. tuberculosis est capable de promouvoir cet état d’activation 
permissif à la croissance mycobactérienne, notamment en modulant la sécrétion d’Il-10 (Chieppa 
et al., 2003; Schreiber et al., 2009). Au niveau du granulome tuberculeux, la transition d’une 
activation des macrophages depuis la voie classique M1 vers la voie alternative M2 pourrait être 
délétère au granulome en tant que mécanisme de défense de l’hôte. En effet, l’instauration d’un 
environnement anti-inflammatoire ne permettrait plus le confinement des mycobactéries, et leur 
réplication entrainerait l’apoptose des cellules infectées, engendrant la formation des centres 
caséeux, représentatif d’une réactivation. 
Le macrophage joue un rôle central dans la réponse immunitaire de l’hôte après infection par M. 
tuberculosis en permettant le développement d’un arsenal intracellulaire de mécanismes 
antimicrobiens afin d’éradiquer l’infection, mais aussi en ayant la capacité de recruter et activer les 
autres populations cellulaires de la réponse immunitaire. Malgré tout, les mycobactéries sont 
capables de déjouer ces mécanismes dans le but de se multiplier et disséminer. A l’interface entre 
l’hôte et le pathogène, l’enveloppe mycobactérienne a une position stratégique dans la mise en 
place de ces mécanismes subversifs. L'étude de la structure de l'enveloppe de M. tuberculosis 
permet de comprendre comment l'agent responsable de la tuberculose bouleverse, contourne 
ou/et neutralise les mécanismes cellulaires antimicrobiens. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 : Structure de l’enveloppe de mycobactérienne. 
Constitution de l’enveloppe mycobactérienne. La membrane plasmique est séparée du squelette pariétal par un espace 
périplasmique. Le squelette parietal comprend le peptidoglycane lié covalemment à l’arabinogalactane, au-dessus 
duquel s’insèrent les acides mycoliques. Les lipides extractibles sont ancrés dans la couche d’acides mycoliques, et le 
tout est surmonté d’une capsule composée principalement de sucres et de protéines. 
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C. L’enveloppe mycobactérienne. 
 
L’enveloppe mycobactérienne est une structure complexe au rôle prépondérant dans la 
physiologie de M. tuberculosis en tant que barrière de protection face à son environnement. Elle se 
compose d’éléments essentiels à sa viabilité (acides mycoliques, arabinogalactane), et contrôle les 
échanges avec l’extérieur (Jankute et al., 2012; Takayama et al., 1972). La forte composante 
hydrophobe de l’enveloppe mycobactérienne lui confère une faible perméabilité, pouvant être 
jusqu’à 100 fois inférieure à celle d’autres espèces (Jarlier and Nikaido, 1990). Cette 
caractéristique rend les échanges de nutriments difficiles, ayant pour conséquence une croissance 
moins rapide que d’autres espèces. Sa fonction première en tant que barrière face à son 
environnement rend l’accessibilité des antibiotiques à leurs cibles potentielles ainsi que l’altération 
par les mécanismes de défenses de l’hôte difficiles (Daffe, 2008). 
L’enveloppe est constituée, depuis le cytoplasme vers l’extérieur, d’une membrane plasmique 
caractérisée par une bicouche lipidique principalement composée de phospholipides et de 
protéines, semblable aux membranes plasmiques d’autres organismes vivants (Daffe, 2008; Kaur 
et al., 2009) (Figure 20). 
Un espace périplasmique sépare la membrane plasmique du squelette pariétal, organisé en trois 
couches superposées. Une première couche est constituée de peptidoglycane, ensemble d’unités 
répétées d’acides N-acétylglucosamine et de N-acétyl/glycollylmuramique, liés par des peptides 
courts. Le peptidoglycane est lié covalemment à la deuxième couche, l’arabinogalactane, un 
complexe d’hétéro-polysaccharides. La dernière couche est quant à elle composée d’acides 
mycoliques, acides gras à très longues chaînes α-ramifiés et β-hydroxylés, liés aussi covalemment 
à l’arabinogalactane (Figure 20). 
La surface hydrophobe que constitue la couche d’acides mycoliques permet l’ancrage d’autres 
lipides, dits extractibles car ils peuvent être récupérés après traitements par des solvants 
organiques du fait de l’absence de liaisons covalentes. L’ensemble des acides mycoliques et des 
lipides extractibles forment la membrane externe de la paroi mycobactérienne. Par une analyse en 
CEMOVIS (Cryo-Electron Microscopy of Vitreous Sections), la taille de la membrane externe 
composée des acides mycoliques et des lipides extractibles dans les solvants a pu être établie. Si 
la mesure de l’épaisseur de la membrane n’est pas discutée, deux groupes s’opposent en 
revanche sur l’agencement des acides mycoliques (Hoffmann et al., 2008; Zuber et al., 2008). 
Zuber et collaborateurs proposent un repliement de la chaîne méromycolique dans le feuillet 
interne de la membrane, alors que Hoffmann et collaborateurs proposent que cette chaîne 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Les lipides dérivés de phosphatidylinositols. 
PIM: phosphatidylinositol mannosides, LM: Lipomannane, LAM: lipoarabinomannane. ManLAM: chez les mycobactéries 
à croissance lente, le LAM présente des unités mannosylées, (*) sites potentiel d’acylation. 
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méromycolique s’étende sur les deux feuillets de la membrane ou bien que les acides mycoliques 
se retrouvent en partie dans les couches inférieures, ce qui permettraient l’ancrage de la chaîne 
méromycolique uniquement dans le feuillet interne de la membrane externe. Dans les deux cas, 
l’analyse est réalisée sur M. bovis BCG, mais la ressemblance avec l’enveloppe de M. tuberculosis 
laisse penser que la structure est la même. 
Les deux composantes de l’enveloppe sont surmontées d’une structure appelée la capsule 
(Figure 20). Cette structure se compose principalement de polysaccharides (glucanes, arabinanes 
et arabinomannanes) et de protéines chez M. tuberculosis (Daffe and Draper, 1998).  
De par la structure de son enveloppe, M. tuberculosis répond positivement à la coloration de 
Gram. Néanmoins, son organisation rend la coloration de Ziehl-Nieelsen la plus adaptée à sa 
reconnaissance. L’enveloppe mycobactérienne a pour spécificité une composition particulièrement 
riche en lipides, avec plus de 60% de sa masse sèche, en comparaison aux autres bactéries Gram 
positive (<5%) et Gram négative (<10%) (Daffe, 2008). Cette particularité lui confère une faible 
perméabilité. 
I.  Les lipides de l’enveloppe mycobacterienne. 
L’abondance des lipides d’enveloppe, tant dans la quantité que dans la qualité, est spécifique des 
mycobactéries (Pour revue, Neyrolles and Guilhot, 2011). La classification établie dans la revue 
d’Olivier Neyrolles et Christophe Guilhot permet de distinguer trois catégories de lipides, tous 
impliqués dans la pathogénie de M. tuberculosis : les lipoglycanes dérivés de 
phosphatidylinositols, les lipides dérivés de mycocérosates et les lipides dérivés de tréhaloses.  
1. Les lipoglycanes dérivés de phosphatidylinositols 
Les lipoglycanes dérivés de phosphatidylinositols sont des lipides essentiels retrouvés dans toutes 
les espèces mycobactériennes et leurs structures sont relativement conservées. Ce sont les 
glycophospholipides liés de manière non covalente les plus abondants dans l’enveloppe 
mycobactérienne (Jankute et al., 2012). 
Parmi eux, les phosphatidylinositols mannosides (PIMs) sont des lipides composés de 
phospatidylinositols comportant entre 1 et 6 mannoses sur l’inositol (Figure 21). Leur localisation 
est éparse, à la fois dans la membrane plasmique et dans la couche externe de l’enveloppe 
mycobactérienne (Ortalo-Magne et al., 1996). Chez M. tuberculosis, les PIMs les plus communs 
  
 
 
 
 
 
Figure 22 : Les lipides dérivés de mycocérosates. 
Parmi les lipides dérivés de mycocérosates, on retrouve les dimycocérosates de phthiocérol (DIMs), les 
phénolglycolipides (PGLs), et l’acide para-hydroxybenzoïque (p-HBAD). 
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sont ceux comportant deux et six mannoses, aussi appelés respectivement PIMs2 et PIM6 (Khoo et 
al., 1995). Le lipomannane (LM) est une extension du PIM contenant une chaîne mannane 
composée de 21 à 35 résidus (Jankute et al., 2012) (Figure 21) 
Enfin, le lipoarabinomannane (LAM), est un LM coiffé d’un arabinnane. Le LAM peut présenter 
différentes coiffes osidiques à l’extrémité de l’arabinnane (Pour revue, Nigou et al., 2003). Chez M. 
tuberculosis, il s’agit d’un mannose, d’où l’appellation lipoarabinomannane manosylé (Man-LAM) 
(Figure 21). 
2. Les lipides dérivés de mycocérosates 
Les dérivés de mycocétosates, i.e. les dimycocérosates de phthiocérols (DIMs), les 
phénolglycolipides (PGLs) et les dérivés de l’acide para-hydroxybenzoïque (p-HBADs), sont 
synthétisés par les mycobactéries du complexe MTBC mais aussi par d’autres mycobactéries qui, 
à l’exception de M. gastri, sont toutes des mycobactéries pathogènes. 
Les DIMs sont des molécules composées d’une longue chaîne de β-diol ou phthiocérol, à laquelle 
sont estérifiés deux acides gras méthyl-branchés appelés acides mycocérosiques (Figure 22). 
Des variants structuraux de la chaîne de phthiocérol existent chez M. tuberculosis : les DIMs A, 
forme majoritaire, possèdent une fonction méthoxyl alors que les DIMs B, forme minoritaire et 
intermédiaire dans la synthèse des DIMs A, possèdent une fonction cétone (Daffe and Draper, 
1998). La quasi-totalité des souches cliniques du complexe MTBC étudiées à ce jour synthétisent 
des DIMs, ce qui suggère un rôle important de ces lipides dans la virulence des mycobactéries. 
Les PGLs ont une structure proche de celle des DIMs (Figure 22). En effet, ils sont composés de 
deux acides mycocérosiques greffés à une chaîne de phthiocérol, elle-même fixée à une chaîne 
saccharidique via un groupement phénol. Cette partie saccharidique peut être composée de 1 à 3 
sucres et est spécifique de l’espèce. Comme les DIMs, les décorations des acides 
mycocérosiques peuvent varier. Soit les PGLs possèdent une fonction méthoxyl (PGL-tb), soit ils 
possèdent une fonction cétone et on parle alors de phénolphthiodolone. Les PGLs sont 
synthétisés par les mycobactéries du complexe MTBC. Toutefois, toutes les souches cliniques de 
M. tuberculosis étudiées ne synthétisent pas de PGLs. Les souches déficientes dans la synthèse 
des PGLs sont mutées sur le gène codant une enzyme impliquée dans la voie de biosynthèse de 
ce lipide : la polykétide synthase 15/1 (Pks15/1) (Constant et al., 2002). 
Enfin, les p-HBADs sont des composés dont la structure est semblable à la partie saccharidique 
des PGLs (Figure 22). Il existe deux formes de p-HBADs : le p-HBAD I, composé minoritaire chez  
  
 
 
 
 
 
Figure 23 : Les lipides dérivés de tréhaloses. 
La famille des lipides dérivés de tréhalsoes se compose de : tréhaloses mono- et di- mycolates (TMMs et TDMs, 
respectivement), di- et poly- acyltréhaloses (DATs et PATs, respectivement), sulfolipides (SLs) et lipooligosaccharides 
(LOS). 
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M. tuberculosis et ne possédant qu’un seul sucre, et le p-HBAD II, composé majoritaire qui lui 
possède 3 sucres (Constant et al., 2002). 
3. Les lipides dérivés de tréhalose. 
Les lipides à tréhalose sont des lipides dont la synthèse varie en fonction de l’espèce étudiée. 
Certains, comme les monomycolates (TMMs) et les dimycolates de tréhalose (TDMs) sont des 
lipides retrouvés dans toutes les espèces de mycobactéries. D’autres, comme les diacyltréhaloses 
(DATs), les triacyltréhaloses (TATs), les polyacyltréhaloses (PATs) et les sulfolipides (SLs) sont 
restreints à certaines espèces du complexe MTBC. Enfin, les lipooligosaccharides (LOSs), sont 
synthétisés par une seule souche du complexe MTBC : M. canettii (Daffe et al., 1991). 
Les TMMs sont des lipides composés d’un tréhalose sur lequel est acylé un acide mycolique en 
position 6 ou 6’. En ce qui concerne les TDMs, aussi connus sous le nom de « Cord Factor », ce 
sont des TMMs sur lesquels sont acylés un acide mycolique supplémentaire sur la position 6 ou 6’ 
restée libre (Figure 23). Ce sont des lipides essentiels aux mycobactéries mais qui peuvent varier 
en fonction de la longueur de chaîne ainsi que les groupements chimiques fonctionnels des acides 
mycoliques (Barry et al., 1998; Marrakchi et al., 2008).  
Les DATs, TATs, et PATs sont des lipides contenant constitutionnellement un tréhalose acylé en 
position 2 par un acide palmitique ou stéarique. D’autres acylations sont possibles sur différentes 
positions du tréhalose (2’, 3’, 4 et 6’), par des acides mycosanoïque, mycolipénique ou 
mycolipanolique. Ainsi, on peut distinguer deux formes de DAT : DAT1 qui a pour acide gras un 
acide mycosanoïque, et DAT2 un acide mycolipanolique. Les PATs sont des lipides possédant un 
tréhalose sur lequel sont estérifiés notamment un acide mycolipénique insaturé et un acide 
mycolipanolique saturé et hydroxylé respectivement en positions 2 et 3 (Figure 23) (Daffe and 
Draper, 1998). Les DATs/PATs sont des lipides synthétisés par M. tuberculosis et M. canettii. 
Les SLs sont des lipides contenant un tréhalose-sulfate multiacylé. Les SLs sont présents sous 
différentes formes dans l’enveloppe mycobactérienne. La forme majoritaire est tétra-acylée par un 
acide palmitique, un acide phtiocéranique et deux acides hydroxyphtioceraniques, spécifiques du 
genre Mycobacterium (Figure 23). Il existe d’autres formes minoritaires de SL multiacylés, dont les 
sulfolipides diacylés, forme intermédiaire acylée par un acide palmitique et un acide 
hydroxyphtiocéranique. De la même manière que les DATs/PATs, les SLs ne sont synthétisés que 
par M. tuberculosis et M. canettii.  
Enfin, les LOSs, lipides retrouvés, parmi les membres du complexe MTBC, exclusivement chez M. 
canettii, sont des lipides dont la structure chimique n’a pas encore été complètement élucidée.
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Néanmoins, il semble que l’acide gras et la structure oligosaccharidique soient spécifiques de 
l’espèce (Figure 23).  
La matrice lipidique de l’enveloppe mycobactérienne peut jouer différents rôle au sein de cette 
structure complexe. Certains sont essentiels à la viabilité M. tuberculosis, d’autres sont impliqués 
dans la barrière de perméabilité face aux molécules thérapeutiques ainsi qu’aux agents 
microbicides produits par l’hôte, et d’autres n’ont pas encore de fonctions définies (Pour revue, 
Neyrolles & Guilhot, 2011). 
II.  Rôle des lipides dans l’organisation de l’enveloppe.  
Tous ces lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis en façonnent l’architecture. Néanmoins, tous 
n’ont pas la même importance dans l’organisation structurale et fonctionnelle de l’enveloppe 
mycobactérienne. 
Parmi les lipides de M. tuberculosis, les TDMs sont essentiels à la viabilité du bacille de par leur 
composition en acides mycoliques. De plus, les différentes formes de TDMs chez Mycobacterium 
(i.e. acides mycoliques et acides mycoliques oxygénés) sont associées à la fonction de barrière de 
perméabilité de l’enveloppe. Ainsi, des modifications structurales de ces lipides ont pour 
conséquence une modification de la perméabilité de l’enveloppe mycobacterienne. En effet, une 
souche mutée dans le gène hma, codant les premières étapes de l’oxygénation des acides 
mycoliques, possède un phénotype moins perméable à certaines molécules lipophiles ainsi qu’au 
glycérol connu pour diffuser au travers des membranes mycobactériennes via des domaines 
lipidiques. La souche mutée sur le gène hma est aussi plus sensible aux radicaux oxygénés tel 
que l’H2O2 (Dubnau et al., 2000). 
Les lipoglycanes dérivés de phospatidylinositols, autres lipides essentiels pour M. tuberculosis, 
sont aussi impliqués dans le rôle de barrière de perméabilité. En effet, des mutants de structure de 
ces lipides montrent une modification de la susceptibilité à certains antibiotiques ainsi qu’une 
diminution de la perméabilité associée aux molécules lipophiles (Fukuda et al., 2013). 
D’autres lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis ne sont pas essentiels, mais contribuent à la 
barrière de perméabilité de l’enveloppe (Camacho et al., 2001; Simeone et al., 2007). Ainsi, si les 
DIMs ne semblent pas jouer de rôle dans la sensibilité des mycobactéries aux antibiotiques, ils 
sont en revanche impliqués dans la sensibilité à certains détergents comme le sodium 
dodécylsulfate (SDS) (Camacho et al., 2001). De plus, leur contribution à cette barrière de 
perméabilité les positionne comme de bons acteurs de la résistance des mycobactéries aux 
espèces réactives oxygénées et nitrées produites au sein du phagosome, 
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(Camacho et al., 2001; Rousseau et al., 2004). En effet une souche mutée dans la synthèse des 
DIMs se réplique moins bien que la souche sauvage dans des macrophages de souris activés par 
la présence d’IFN-γ et de TNF-α, et cette diminution de la capacité de réplication est associée au 
développement des mécanismes microbicides, tels que la formation de RNS (Rousseau et al., 
2004).  
Le rôle des DATs/PATs, des SLs et des PGLs en tant que barrière de perméabilité n’a pas été 
étudié. Néanmoins, un rôle éventuel des DATs/PATs dans la perméabilité a déjà été suggéré aux 
vues des différences de morphologie entre la culture d’une souche sauvage de mycobactéries ou 
une souche mutée sur un gène codant une enzyme impliquée dans la voie de biosynthèse de ces 
lipides (Dubey et al., 2002). 
Outre le rôle de certains lipides dans la perméabilité de l’enveloppe, leur localisation à la surface 
des mycoabctéries leur prédit un rôle dans l’interaction hôte/pathogène et les positionne comme 
des candidats potentiels en tant que facteur de virulence. 
III.  Rôle des lipides en tant que facteurs de virulence  
Afin d’étudier un rôle des lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis dans la pathogénèse de la 
tuberculose, de nombreux travaux ont été réalisés notamment grâce au développement d’outils 
moléculaires permettant une analyse de la virulence par la génération de souches mutées sur des 
gènes impliqués dans les voies de biosynthèse des lipides d’intérêts. 
 
L’essentialité des lipides tels que les TDMs, ou encore les  lypoglycanes, a ralenti l’étude de leur 
rôle in situ. Ainsi, de nombreux travaux ont été réalisés in vitro avec des molécules purifiées, mais 
la construction de mutants structuraux permet depuis peu d’étudier les fonctions biologiques de 
ces lipides (Pour revues, Hunter et al., 2006; Mishra et al., 2011). Ainsi les TDMs, composants 
majeurs de l’enveloppe mycobactérienne, ont particulièrement été étudiés pour leur pathogénicité 
(Pour revue, Hunter et al., 2006). L’analyse de mutants structuraux des TDMs a permis de montrer 
le rôle de ces lipides dans la virulence du bacille. En effet, in vivo, l’absence des fonctions 
cyclopropanes de la chaîne méromycolique ou encore la longueur des acides mycoliques 
entraînent une diminution de la virulence de M. tuberculosis (Bhatt et al., 2007; Glickman et al., 
2000; Rao et al., 2006). L’étude du rôle des TDMs s’est aussi faite en travaillant avec des 
mycobactéries préalablement traitées avec de l’éther de pétrole afin d’extraire les TDMs de 
l’enveloppe. Cependant, avec cette technique, les TDMs ne sont vraisemblablement pas les seuls  
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lipides à être extraits (Indrigo et al., 2002; Lima et al., 2001). Il a aussi récemment été décrit que la 
construction de mutants structuraux de lipoglycanes et leur étude dans la virulence engendrait un 
phénotype atténué chez la souris (Fukuda et al., 2013). 
 
Parmi les lipides qui composent l’enveloppe mycobactérienne, ceux dont la présence est 
essentielle sont impliqués à la fois dans l’organisation structurale et fonctionnelle de l’enveloppe 
mais aussi dans la virulence du bacille. D’autres ne sont pas essentiels à la structure de 
l’enveloppe et sa fonction de barrière. Parmi ces lipides, la synthèse des DIMs, PGLs, DAT/PATs 
ainsi que des SLs étant quasi-exclusivement associée à des souches de mycobactéries 
pathogènes, ces lipides ont été étudiés pour leur rôle en tant que facteur de virulence. 
Il a été proposé que l’expression des PGLs soit la raison pour laquelle les souches de M. 
tuberculosis appartenant à la famille Pékin sont hypervirulentes (Reed et al., 2004). La réalisation 
d’expériences de « Time to Death » a montré que les souches ne synthétisant plus de PGLs 
étaient atténuées chez la souris (Reed et al., 2004). Toutefois, ces expériences n’ont pas pu être 
confirmée en utilisant une souche de M. tuberculosis naturellement déficiente en PGLs et dont la 
synthèse a été restaurée (Sinsimer et al., 2008). 
Les DIMs sont des lipides prépondérants dans la pathogénicité de M. tuberculosis. Ils sont 
synthétisés par des souches virulentes, et notamment celles du complexe MTBC. Ils agissent en 
tant que facteur de virulence en modulant la réponse immunitaire de plusieurs manières. Des 
travaux in vivo ont démontré que l’absence de DIMs est corrélée à une diminution de la 
multiplication du bacille au niveau pulmonaire chez l’animal (Camacho et al., 1999; Cox et al., 
1999; Goren et al., 1974; Rousseau et al., 2004). Cependant, l’étude de la dissémination du bacille 
au niveau splénique montre des effets contradictoires probablement dû aux modes d’infection (Cox 
et al., 1999; Rousseau et al., 2004). 
 
L’étude des DATs/PATs et des SLs en tant que facteur de virulence via la construction de souches 
mutées dans la biosynthèse de chacun de ces lipides n’a pas de phénotype in vivo, que ce soit 
concernant la réplication du bacille dans les poumons, ou sa dissémination dans la rate ou le foie, 
et ce indépendamment du mode d’infection ou de l’animal infecté (Converse et al., 2003; Dubey et 
al., 2002; Kumar et al., 2007; Rousseau et al., 2003a; Rousseau et al., 2003b; Sirakova et al., 
2001).  
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Individuellement, les DAT/PATs et les SLs ne joueraient donc pas de rôle dans la virulence du 
bacille in vivo. Leur proximité structurale a cependant mené certains scientifiques à étudier leur 
rôle coopératif dans la virulence de M. tuberculosis, laissant sous-entendre un potentiel 
mécanisme de redondance. L’étude dans la virulence d’une souche doublement mutée dans les 
voies de biosynthèse respectives des DATs/PATs et des SLs n’a pour autant pas mis en évidence 
de rôle de ces lipides dans la virulence du bacille (Chesne-Seck et al., 2008). 
In vivo, ces lipides ne semblent pas impliqués dans la virulence. Pourtant, ils sont associés à des 
souches pathogènes et leur analyse avec des molécules isolées a permis de mettre en évidence 
un rôle de ces lipides dans la pathogénie. 
Ex vivo, les DATs/PATs semblent moduler la phagocytose du bacille induite par des récepteurs de 
surface (Rousseau et al., 2003a). En effet, la souche mutée ne synthétisant plus de DATs/PATs 
possède une capacité d’internalisation supérieure à celle de la souche sauvage. Toutefois, une 
fois internalisé, ce même mutant se réplique dans les macrophages murins, activés ou non, de la 
même façon que la souche sauvage (Rousseau et al., 2003a). La présence de DATs purifiés, soit 
seul en contact avec des macrophages, soit en pré-traitement avant leur infection par M. 
tuberculosis, entraîne une diminution de la sécrétion de cytokines pro inflammatoires que sont le 
TNF-α, l’Il-6 et l’Il-12p40 (Lee et al., 2007; Saavedra et al., 2006). Le mécanisme d’inhibition de la 
sécrétion de ces cytokines pro-inflammatoires par les DATs serait dépendant de la voie des MAP-
kinase (Palma-Nicolas et al., 2010). Les DATs sont aussi impliqués dans le contrôle de l’infection 
via l’inhibition de la multiplication des lymphocytes T, et notamment des LTs CD4+ et CD8+ 
spécifiques de l’antigène (Saavedra et al., 2001; Saavedra et al., 2006). Cette diminution de la 
prolifération est une conséquence de l’inhibition de l’expression de marqueurs d’activation des LTs 
par les DATs (Saavedra et al., 2006). Toujours par une technique de purification des lipides, les 
DATs sont décrits comme directement impliqués dans l’inhibition de la prolifération des cellulles 
mononucléées du sang périphérique (PBMCs pour Peripheral Blood Mononuclear Cells), 
indépendamment de la mort cellulaire (Saavedra et al., 2006).  
 
En ce qui concerne le rôle des SLs dans l’internalisation du bacille, en comparaison aux 
macrophages, les neutrophiles internaliseraient les SLs en plus grande quantité (Zhang et al., 
1988). Les SLs ont été décrits comme des molécules antigéniques capables de stimuler la 
prolifération des LTs via leur présentation par les molécules CD1b (Gilleron et al., 2004). 
Concernant le devenir des mycobactéries après internalisation, les SLs ont été décrits comme 
agissant sur la fusion phagolysosomale (Goren et al., 1976). Les SLs ont aussi été décrits comme 
modulant négativement l’activation des macrophages (Pabst et al., 1988). Plus 
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récemment, un criblage a mis en évidence le rôle des SLs dans le blocage de la maturation du 
phagosome (Brodin et al., 2010). 
L’ensemble de ces données reflète la controverse basée sur le rôle des DATs/PATs et des SLs en 
tant que facteurs de virulence. 
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Figure 24: Lipides dérivés de polykétides de l’enveloppe de M. tuberculosis  
Différentes polykétides synthases impliquées dans la biosynthèse des lipides d’enveloppe de M. tuberculosis 
(Adapté de Chalut et al., 2006) 
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En 2012, la tuberculose a tué 1,4 millions de personnes dans le monde et 8,7 millions de 
nouveaux cas ont été déclarés, faisant de cette pathologie l’une des plus importantes 
maladies infectieuses (WHO, 2012). La faible efficacité du vaccin B.C.G et l’apparition de 
souches multi-résistantes aux antibiotiques qui contaminent 490 000 individus par an, 
souligne l’échec des thérapies actuelles. L'OMS estime qu'entre 2000 et 2020, près d'un 
milliard de personnes seront nouvellement infectées et que 200 millions d'entre elles 
développeront la maladie, dont 35 millions mourront de tuberculose si aucune amélioration 
n'est apportée dans le contrôle de cette infection (http://www.pasteur.fr). 
La tuberculose est la conséquence d’interactions complexes entre les différents composants 
immunologiquement actifs du bacille de la tuberculose, M. tuberculosis et des cellules de la 
réponse immunitaire de l'hôte. L’enjeu actuel dans la lutte contre la tuberculose est donc de 
mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en place au cours de 
l’infection en identifiant notamment les déterminants mycobactériens qui sont impliqués. 
Située à l’interface entre l’hôte et le pathogène, l’enveloppe bactérienne joue un rôle 
prépondérant dans le devenir des infections. Une de ses caractéristiques remarquables est 
sa richesse en lipides uniques, qui représentent plus de la moitié de cette structure et dont la 
plupart sont des dérivés de polykétides (Figure 24). Leur localisation dans les couches les 
plus externes de l’enveloppe mycobactérienne leur confère une position idéale pour jouer un 
rôle majeur dans l’interaction avec l’hôte et le développement de la pathogénie. Certains, tels 
que les acides mycoliques sont des lipides majeurs de l’enveloppe mycobactérienne et 
essentiels pour la survie du bacille. D’autres sont produits par un nombre limité d’espèces 
mycobacteriennes, dont la plupart sont pathogènes pour l’homme ou les animaux, comme 
les dimycocérosates de phthiocérols (DIMs), ou spécifiques d’une espèce pathogène ou d’un 
complexe, comme les sulfolipides (SLs) et les di- et les poly- acyltréhaloses (DATs/PATs). 
Ces lipides ne sont pas requis pour la croissance in vitro du bacille mais ils contribueraient à 
la mise en place du processus infectieux. 
L’équipe de Christophe Guilhot s’attache à déterminer la contribution précise des lipides 
d’enveloppe des mycobactéries au processus pathogénique notamment de la tuberculose et 
de la lèpre, en étudiant leurs voies de biosynthèse et en analysant leur implication dans 
l’interaction avec l’hôte. Dans ce contexte, il été établi que les DIMs sont des lipides 
importants pour la pathogénie de la tuberculose. A l’inverse, le rôle d’autres lipides 
d’enveloppe de M. tuberculosis, tels que les DATs/PATs et les SLs, sont sujets à 
controverse (Pour revue, Astarie et al., 2010). Individuellement, ces molécules n’auraient pas 
de rôle dans la virulence de M. tuberculosis. En effet, des mutants affectés
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dans la biosynthèse de l’un ou l’autre de ces lipides ne présentent pas d’atténuation dans 
des modèles animaux en comparaison avec la souche sauvage. Cependant, ces lipides 
exercent des effets in vitro qui seraient importants pour la pathogénie, telle que l’inhibition de 
la formation du phagolysosome, la production de cytokines ou la prolifération des 
lymphocytes T. Cette différence entre les résultats obtenus in vivo et in vitro pourrait être la 
conséquence d’un effet de ces lipides qui serait masqué par un mécanisme de 
compensation ou l’effet prédominant d’un facteur de virulence. 
 
L’objectif de mon projet de thèse vise à évaluer la contribution individuelle et 
collective des DIMs, DATs/PATs et SLs dans la pathogenèse de la tuberculose. Dans 
ce but, une souche sauvage et des souches déficientes dans la synthèse d’un ou 
plusieurs de ces lipides sont comparées pour leur virulence, in vivo chez la souris. 
Les souches mutantes induisant une réponse différente de la souche sauvage sont 
retenues et caractérisées plus en détails pour leur capacité à moduler ex vivo les 
réponses immunitaires des macrophages humains, cibles cellulaires privilégiées du 
bacille et partenaires essentiels de la réponse immunitaire de l’hôte face à la 
tuberculose. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTATS 
 &  
DISCUSSION 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        RESULTATS & DISCUSSION 
93 
A. Identification du rôle des lipides d ’enveloppe de M. 
tuberculosis dans la pathogénie tuberculeuse. 
1.  Contexte de l’étude 
Dans le but de mieux comprendre la physiopathologie de la tuberculose et le rôle du bacille dans 
le processus infectieux, nous nous sommes intéressés à l’enveloppe de M. tuberculosis qui joue 
un rôle essentiel dans la virulence du bacille. La forte proportion de lipides qui composent 
l’enveloppe et leur localisation à l’interface avec l’hôte font de ces molécules des facteurs de 
virulence potentiels. 
Au démarrage de ma thèse, nous avons fait le bilan des différentes activités biologiques des 
lipides d’enveloppe dans la revue « The role of mycobacterial lipids in host pathogenesis ». 
Comme nous l’avons souligné, certains lipides sont essentiels à la bactérie, d’autres comme les 
DIMs sont des facteurs de virulence majeurs, mais le rôle des DATs/PATs et des SLs dont la 
synthèse est pourtant limitée à quelques souches mycobactériennes, est encore très discuté.  
En effet, des études ont montré que l’infection de souris par des souches mutées dans les voies 
de biosynthèse de ces lipides, que ce soit individuellement (Rousseau et al., 2003a; Rousseau et 
al., 2003b) ou collectivement (Chesne-Seck et al., 2008), ne révélaient pas de rôle de ces lipides 
dans la virulence, alors que l’étude de ces lipides sous forme isolée rapportait une activité 
immunomodulatrice (Goren et al., 1976; Rousseau et al., 2003a). Nous avons donc émis 
l’hypothèse selon laquelle la différence entre les résultats obtenus in vivo et in vitro soit une 
conséquence d’un effet de redondance ou de hiérarchisation fonctionnelle entre les différents 
lipides de l’enveloppe. 
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Introduction
The genus Mycobacteria comprises pathogenic and non-
pathogenic species. Pathogenic mycobacteria include Myco-
bacterium tuberculosis and Mycobacterium leprae, which cause
tuberculosis and leprosy, respectively, Mycobacterium avium-
intracellulare complex, a major opportunistic pathogen asso-
ciated with AIDS, and Mycobacterium ulcerans, the causative
agent of Buruli ulcer, an emerging infectious disease of major
concern. Mycobacteria synthesize a large variety of unique
lipids which have primarily a structural role in the cell
envelope, and contribute to its low permeability to many
hydrophilic molecules. Being positioned at the bacterial sur-
face [1], lipids are also able to interact with cells and con-
tribute to the interplay between host and pathogen. This
review will briefly discuss some unusual mycobacterial lipids
that have been identified, focusing on their immunomodu-
latory properties.
The mycobacterial cell envelope is composed of a plasma
membrane surrounded by the cell wall skeleton, which itself
is surrounded by an outer layer, called the capsule [2,3]. The
mycobacterial plasmamembrane has a typical bacterialmem-
brane composition. The cell wall skeleton is made up of a
thick peptidoglycan layer covalently linked to the heteropo-
lysaccharide arabinogalactan which is esterified by massive
amounts of mycolic acids. A unique repertoire of structurally
complex, free, extractable lipids are associated with the cell
wall skeleton but not covalently attached to it. Together with
a matrix of polysaccharides and proteins, these form a cap-
sule. Up to 60%of the drymass of the cell envelope consists of
a variety of lipids with highly diverse structures (Fig. 1). Some
lipids are present in all of the cultivablemycobacterial species
that have been examined to date, for example trehalose
dimycolate (TDM), phosphatidyl-myo-inositol mannosides
(PIM), lipomannan (LM), lipoarabinomannan (LAM). Others
are present only in a few or a single mycobacterial species. For
instance, several non-tuberculous mycobacteria including
pathogenic species such as the M. avium complex or Myco-
bacterium abscessus produce glycopeptidolipids (GPL), but
these lipids are not produced by the M. tuberculosis complex
(such as M. tuberculosis, Mycobacterium canettii or Mycobacter-
ium bovis) or M. leprae. Instead, M. tuberculosis complex and
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M. leprae mycobacteria produce lipids characteristic of the
phthiocerol dimycocerosate (DIM) and phenoglycolipids
(PGL) families (Daffe and Draper [2]). More extremely, sulfo-
glycolipids (SGL) and mycolactones are synthesized only by
M. tuberculosis and M. ulcerans, respectively. However, even
though lipid families such as TDM, GPL, or PGL are produced
by several mycobacterial species, there are some subtle struc-
tural variations which may be specific to a limited number of
species. For example, the saccharidic extension of PGL is
species-specific. Similarly, the nature of mycolates found in
TDM is not the same for all mycobacteria (for review, [4]).
For over 60 years, studies have investigated the function
and role of mycobacterial lipids in pathogenesis. Most of
these studies have been performed with purified compounds
or have tried to establish correlations between the cell-envel-
ope composition of clinical strains and their pathogenicity in
animal models. In 1985, Silva et al. showed that the viability
of delipidated M. bovis BCG was significantly lower than
nativeM. bovis BCG after infection of mice [5]. More recently,
the development of powerful genetic tools and the availabil-
ity of many mycobacterial species genome sequences have
led to the identification of genes involved in lipid biosynth-
esis and enabled their targeted disruption (for review, [6]).
Infection using animal models with defined mutant strains
has helped to establish the role of cell wall lipids in virulence
(Table 1). The main issue now is whether individual cell-
envelope components act as direct effectors of pathogenesis,
notably during the cross-talk of pathogenic mycobacteria
Drug Discovery Today: Disease Mechanisms | Mycobacterial infections Vol. 7, No. 1 2010
Figure 1. Structures of various cell wall lipids synthesized by mycobacteria PAT: polyacyl trehalose, R1 are methyl-branched fatty acid residues (containing
3 methyl ramifications) of the phthienoic acid series [6]. DAT: diacyl trehalose, R1 is a C20-C21 fatty acid of the phthienoic acid series. SGL: sulfoglycolipids,
R2 are either phthioceranic or hydroxyphthioceranic acid residues; that is highly methyl-branched fatty acids (4–8 methyl ramifications). Various forms of
SGL containing either one or two R2 chains may be found in /M. tuberculosis/ lipid extract. In all cases, the first acylation is at the 20 position and involved a
linearchain fatty acid. The second acylation is at the 30 position and involves either a hydroxyphthioceranic or a phthioceranic acid. TDM: trehalose
dimycolate. R3 are mycolic acid residues. MPM: mannosyl-b-1-phosphomycoketide. DIM: phthiocerol dimycocerosates. PGL-tb: phenolic glycolipids from /
M. tuberculosis/. GPL: glycopeptidolipid, R4 are 2,3-dimethylrhamnose or oligosaccharide-2,3-dimethylrhamnose (M. avium), R5 are methyl or 2,3,4-
trimethylrhamnose or 2-succinyl 3,4-dimethylrhamnose (M. smegmatis, M. abscessus). LM: lipomannan, PIM: phosphatidyl-myo-inositol mannosides and
LAM: lipoarabinomannan. ManLAM: in slow growing mycobacteria, LAM is capped with mannosyl units, (*) potential acylation sites.
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with phagocytic host cells (macrophages and dendritic cells
(DC)) which are crucial for the local containment of infec-
tion, and the subsequent immune responses. The following
sections discuss the consequences of lipid recognition on
immune host cell responses.
Mycobacterial lipids and establishment of an
intracellular niche
Invasion of macrophages and dendritic cells
Several mycobacterial cell-envelope lipids modulate the
initial step of cell entry and control the outcome of bacteria
within host phagocytic cells (Fig. 2). Lipids such as lipogly-
cans (LM,mannose-capped lipoarabinomannan (ManLAM),
PIM) are able to associate via their terminal mannosyl units
and potentially signal through phagocytic receptors, parti-
cularly the C-type lectins, mannose receptor (MR) and DC-
SIGN [7–9] (Fig. 2).M. bovis BCGmutants which are deficient
for mannose caps on LAM (e.g. the LAM structural motifs
recognized by the receptor) or PIM are only marginally
altered in their capacity to bind DC-SIGN [10,11]. This
suggests that mycobacterial recognition by the receptor
involves the cooperative binding of several ligands, includ-
ing lipoglycans and glycoproteins [12]. However, lower
amounts of ManLAM and PIM on the cell surface of some
M. tuberculosis clinical isolates have been associated with a
decreased recognition by MR and altered phagocytosis by
human macrophages [13]. Lipids can also participate in cell
infection by altering the membrane properties of host cells.
Indeed, lipoglycans can directly insert into lymphocytic cell
plasma membranes via their phosphatidyl-myo-inositol
anchor, especially into membrane rafts, without having to
bind to other receptors [14]. This is likely to alter host cell
functions by interfering with raft/microdomain signalling
[15]. DIM also has physical effects on host plasma mem-
branes that interfere with the receptor-mediated internaliza-
tion of M. tuberculosis in human macrophages [16]. Mutant
strains with deletion of the genes involved in the biosynth-
esis of DIM have reduced a capacity to infect human macro-
phages compared to wildtype strains [16]. Detailed
investigations into themechanisms bywhichDIMmediated
this effect indicate that DIM is involved in decreasing the
core polarity of the host plasma membrane following the
binding of live mycobacteria to macrophages [16]. The
authors proposed a model in which the contact of bacteria
withmacrophages favours the insertion of DIM into the host
cell membrane, leading to lipid reorganization and a rise in
the efficiency of receptor-mediated phagocytosis of bacilli
[16] (Fig. 2). Its structurally related compound, PGL might
also affect mycobacterial entry into macrophages [17]. The
precise molecular determinants are yet to be elucidated but
PGL may act through physical membrane effects like DIM
and/or through interactions with phagocytic receptors. For
example, PGL-1 purified from M. leprae binds the comple-
ment component C3, thereby potentially promoting M.
leprae phagocytosis through complement receptors (CR)
[17]. In addition, we observed that the production of PGL-
1 fromM. leprae inM. bovis BCG increases the capacity of the
recombinant strain to exploit CR3 for efficient invasion
(unpublished results). This interaction might occur through
the recognition of the terminal 3,6-di-O-Me-Glcp of PGL-1
by the lectin site of the CR3 which binds various sugar
moieties including methyl-glucoside.
Vol. 7, No. 1 2010 Drug Discovery Today: Disease Mechanisms | Mycobacterial infections
Table 1. Mycobacterial cell wall lipids and virulence in animal models.
Lipids Strain Mutant Animal model In vivo phenotype References
DIM H37Rv Spontaneous DIM-less mutant Guinea pig Decreased bacterial load in spleen,
Decreased lung lesions
[72]
Mt103 Erdman Transposon mutant deficient
in DIM synthesis
Mice Decreased bacterial load in lung [73,74]
PGL HN878 Allelic exchange mutant deficient
in PGL synthesis
Mice Increased survival of mice [49]
Mycolate H37Rv Allelic exchange mutant deficient
in Oxygenated mycolate synthesis
Mice Decreased bacterial load in lung,
spleen and liver
[75]
Erdman Allelic exchange mutant deficient
in cyclopropanated mycolate synthesis
Mice Decreased bacterial load in lung,
increased survival of mice
[38]
SL H37Rv Allelic exchange mutant deficient
in SL synthesis
Mice No phenotype [76]
Erdman Allelic exchange mutant deficient
SL transport
Mice Decreased bacteria load in lung,
spleen and liver
[77]
ManLAM M. bovis BCG Allelic exchange mutant deficient
in mannose caping of LAM
Mice No phenotype [10]
Mycolactone M. ulcerans Spontaneous mycolactone-less
mutant
Guinea pig No ulcer formation [56]
The references were chosen as the most representative works concerning the role of mycobacterial cell wall lipids in the virulence.
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Another lipid proposed to participate in the invasion of
macrophages is GPL from non-tuberculous mycobacteria
[18,19]. For instance, Villeneuve et al. demonstrated that
polar GPL isolated from the outmost layer of Mycobacterium
smegmatis decreased the non-opsonic phagocytosis of M.
avium [19]. Further analysis indicated that structural features
of GPL play a crucial role [19]. Indeed, an alkali treatment of
polar GPL from M. smegmatis, which removes the succinyl
group from the rhamnosyl unit (Fig. 1), abolished its inhibi-
tory activity [19]. This suggests a specific recognition of
structurally related partners at the surface of macrophages.
In agreement with this notion, GPL coated on latex beads
directed particle entry through CR3 and MR implying that
GPL act as ligands for these phagocytic receptors [20] (Fig. 2).
However, GPL insert into the phospholipid monolayer [21]
and disturb membrane properties [22]. The precise molecular
determinant of GPL-receptor interactions is therefore yet to
be fully elucidated.
Arrest of phagosome maturation
One of the main features of mycobacterial infection of host
cells is the ability to block thematuration of its phagosome by
preventing its acidification and fusion with lysosomes
(Fig. 2). The observation that delipidated mycobacteria lose
Drug Discovery Today: Disease Mechanisms | Mycobacterial infections Vol. 7, No. 1 2010
Figure 2. Effects of lipids on the immune responses of phagocytic cells. This schema summarizes several data reported in the literature to draw a scenario.
Several lipids at the surface of mycobacteria are recognized by phagocytic receptors: complement receptor 3 (CR3), mannose receptor (MR) or DC-SIGN.
They act either directly as ligands or indirectly by insertion into the host cell membrane, notably into raft domains (LAM or PIM), leading to a rise in the
efficiency of receptor-mediated phagocytosis. Once internalized, pathogenic mycobacteria accumulate in pathogen-friendly phagosomes which do not
mature toward a fusion with lysosomes. These vacuoles are characterized by an incomplete luminal acidification and poor bactericidal functions. Phagosome
maturation arrest includes the action of ManLAM, TDM, DIM. ManLAM interferes with membrane trafficking initiated by Ca2+ fluxes. The block includes a
decrease in Ca2+/calmodulin dependent recruitment of the phosphatidylinositol 3-kinase hVPS34 to the phagosome which participates in an effective
inhibition of recruitment to the phagosome of the membrane tethering molecule EEA1 and subsequent maturation into a phagolysosome. The infection of
host cells by mycobacteria also modulates their cytokine responses. Mycobacterial lipids participate actively in this process either through the engagement
of phagocytic receptors or the recognition of activation receptors such as TLR2. The cartoon has been performed using Powerpoint image bank from
Servier Medical Art.
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their capacity to arrest phagosome maturation strongly sug-
gests thatmycobacterial lipids interfere with this process [23].
ManLAM has been themost investigated lipid with respect to
its role in the arrest of mycobacterial phagosomematuration.
Coating of latex beads with M. tuberculosis ManLAM inhibits
phagosome-lysosome fusion, suggesting that ManLAM may
play a role in the inhibition of phagolysosome biogenesis
during M. tuberculosis infection [24,25]. ManLAM prevents
the activation of calmodulin and decreases the recruitment of
PI3K on the phagosome thereby inhibiting the increase in
phosphoinositol-3 phosphate (PI3P) in the membranes
[24,26] (Fig. 2). This step is crucial for recruitment of the
membrane tethering molecule, early endosomal antigen 1
(EEA1) and for conversion of phagosomes into phagolyso-
somes (Fig. 2). The inhibitory activity of ManLAM appears to
be associated with its ability to bind the MR [27].
A second lipid proposed to interfere with phagosome
maturation is TDM. Its insertion into liposomes has been
shown to prevent their fusion following addition of Ca2+ at a
concentration which otherwise induced massive liposome
fusion [28]. Similarly, delipidated or heat killedM. tuberculosis
and latex beads rapidly traffic to acidic compartments, but
coating with TDM drove particles toward a less acidic com-
partment [29] by increasing bead retention in early phago-
somes [30]. Although these data clearly demonstrate that
purified TDM exerts biological effects, they do not predict
the role of TDM on the surface of bacteria.
Other lipids that contribute to phagosome maturation
block are DIM. Two recent studies identified mutants with
insertion into DIM biosynthesis genes which failed to block
the acidification of their phagosome and acquire late endo-
somal markers [31,32]. In agreement with this finding, DIM-
deficient mutants of M. tuberculosis acquired the acidotropic
dye, lysotracker and the H+-ATPase [16] and fuse with HRP-
containing lysosomes (C. de Chastellier, personal commu-
nication). In addition, coating of particles with PGL from
Mycobacterium marinum, a molecule closely related to DIM, is
sufficient to inhibit maturation of model phagosomes [33].
Thus, blocking of phagosome maturation may be mediated
by the common lipid component of DIM and PGL.
These data clearly establish that lipids on the surface of
mycobacteria interfere with their early interaction with pha-
gocytes. However, with the exception of lipoglycans [25,26],
the molecular mechanisms of action involved in this process
remain to be identified. Biophysical effects on the host
membrane have been proposed for TDM [22,34] and DIM
[16]. Although DIM and LAM affect the trafficking of phago-
somes, they do not seem to control the growth of bacteria
within macrophages. For example DIM-deficient mutants
grow normally within acidified phagosomes [16,31]. This
implies either a capacity of lipid deficient mutants to with-
draw from a lysosomal environment or a delivery to a lyso-
somal compartment with poor bactericidal properties. By
contrast, a mutant deficient in trans-cyclopropanation of
mycolates is affected in its survival within macrophages,
thereby indicating that fine modifications of TDM affect
intracellular bacterial survival [35]. Therefore, mycobacteria
may use cell wall lipids with different properties to transform
phagosomes in a hospital niche.
Mycobacterial lipids and manipulation of the host
immune response
Modulation of cytokine responses
The cytokine profile produced by infected macrophages or
dendritic cells within the first days or weeks following myco-
bacterial infection determines the effectiveness of host
immunity in controlling mycobacterial infection. As pre-
sented in Fig. 2, several mycobacterial lipids participate in
the modulation of cytokine responses of infected macro-
phages. Signalling pathways engage either phagocytic recep-
tors or activation receptors, with Toll like receptors (TLR) as
the best characterized (for review, [36]). TDM is the most
studied mycobacterial cell wall molecule involved in immu-
nomodulation, and as isolated molecule triggers many of the
immune responses described in M. tuberculosis infection
including granuloma formation with the production of
pro-inflammatory cytokines (for review [37]. However,
because both pathogenic and non-pathogenic mycobacteria
produce TDM, its role in pathogenesis has remained unclear,
until Glickman et al. reinvestigated its contribution [38].
Using a DpcA mutant of M. tuberculosis, the authors demon-
strated that proximal cyclopropane modification of the mer-
omycolate chain of mycolic acids, a process absent from non-
pathogenic mycobacteria is necessary for lethal chronic M.
tuberculosis infection and severe pulmonary damage [38]. The
same group later suggested that cyclopropanated mycolic
acids directly modulate the innate immune activation of
macrophages by modulating TNF production [39]. Moreover,
modified TDM from DpcA mutant is a much less potent
inducer than wild-type TDM of pulmonary granuloma after
intravenous injection [39]. A similar study was performed
using anM. tuberculosismutant containing a mutation in the
cmaA2 gene which abolishes trans-cyclopropanation of both
methoxy- and keto-mycolates [40]. The DcmaA2 mutant
grows in mice at similar rate to the parental strain but was
hypervirulent in time-to-death experiments [40]. Infection of
macrophages with theDcmaA2mutant induced early inflam-
matory cytokine release [40]. Accordingly, a mutant of the
mmaA4 (methoxy mycolic acid synthase 4) gene, which
encodes the methyl transferase that introduces oxygen-con-
taining modifications of cell wall mycolic acids, was asso-
ciated with higher production of IL-12p40 and TNF-a
compared with wildtype M. tuberculosis [41]. However, in
contrast to the DcmaA2 mutant, the strain deficient in oxy-
genated mycolates was attenuated in mice [41]. These studies
highlight the complex relationship between the fine struc-
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ture of lipids at the surface of M. tuberculosis and innate
immune responses and virulence. TDM, has been proposed
to activate macrophages through a TLR2 dependent pathway
in combination with other receptors (MARCO/CD14) (Fig. 2),
raising the possibility that TLR2 might recognize mycolate
containing lipids [42]. More recently, the C-type lectin Min-
cle has been reported to be an essential receptor for TDM-
dependent macrophage activation [43,44] (Fig. 2) possibly
through recognising its trehalose [45].
ManLAM inhibits IL-12 and TNF-a [8,46] and increases the
production of IL-10 by LPS-stimulated human dendritic cells
[47]. This anti-inflammatory activity, proposed to favour
pathogen survival inside the infected host, has been corre-
lated with the ability of ManLAM to bind with the C-type
lectins DC-SIGN and MR [8,47]. However, the M. bovis BCG
mutant which is deficient for LAM mannose caps is able to
stimulate IL-10 production in vitro and induces a cytokine
profile in mice that is similar to that of the wildtype strain
[10]. This challenges the initial conclusion that ManLAM
modulates the inflammatory response inmycobacterial infec-
tion. Clearly, data with anM. tuberculosismutant are required
to fully define the role of ManLAM in the subversion of host
immune responses by the pathogen. Conversely, LM induces
the production of pro-inflammatory cytokines via a TLR2/
TLR1 depending signalling pathway [48].
A clinicalM. tuberculosis strain of the Beijing family, HN878
is hypervirulent in mice (Table 1) and produce PGL through
preservation of an intact pks15/1 gene [49]. Disruption of the
pks15/1 gene resulted in a mutant strain which was able to
multiply and persist in mouse lung and spleen after aerosol
infection but was compromised in its ability to kill infected
mice [49]. The authors reported that the production of M.
tuberculosis PGL (PGL-tb) inhibits the production of macro-
phage pro-inflammatory cytokines such as TNFa, which have
a key role in the anti-bacterial and inflammatory host
response against mycobacteria [49]. Consistent with these
findings, human monocytes stimulated with HN878 lipid
extract containing PGL-tb, preferentially induced cytokines
that deactivate phagocytes [50]. These data indicate that PGL-
tb modulates host immune responses by impairing inflam-
matory responses of macrophages. The anti-inflammatory
effects of PGL-tb were dependent on the saccharide domain
because PGL from M. bovis BCG and DIM had no such effect
[49]. In linewith this, lack of production of p-hydroxybenzoic
acid derivatives (p-HBAD II) which contained the same gly-
cosylated phenol moiety as PGL-tb increases secretion of pro-
inflammatory cytokines, such as TNF-a, compared with the
M. tuberculosis parental strain producing thesemolecules [51].
We have also shown that production of PGL-1 fromM. leprae
in M. bovis BCG represses CR3-dependent TNF-a secretion in
human macrophages (unpublished results). However, the
lipid core of PGL that it shares with DIM may also play a
crucial role in the regulation of cytokine secretion. Indeed,
DIM-deficient mutant induced a greater secretion of TNF-a
and IL-6 compared with wildtypeM. tuberculosis [52]. Clearly,
the mechanisms involved in PGL and DIM modulation of
immune responses need to be further examined.
Several studies using purified GPL suggest that this lipid
has also immunomodulatory properties (for review, [53]).
However, its role in the context of whole bacteria remains
largely unclear due to the limited ability to perform genetic
manipulation on M. avium. Nevertheless, Krzywinska et al.
have reported that deletion of the methyltransferase D
(mtfD) gene in M. avium 104 results in a mutant that
expresses only a precursor of GPL [54]. Compared with the
parental strain, themtfDmutant exhibits decreased ability to
survive in mouse liver and lung and increased capacity to
induce secretion of TNF-a and RANTES in human macro-
phages [54]. In another study, a DrtfA mutant of a smooth
variant of M. avium, which lacks the serotype 8 GPL but
produces a normal non-serotype GPL, induced less TNF-a
production than cells infected with wildtype strain or rtfA
complemented mutant [55]. Therefore, changing the pat-
tern of GPL expression in M. avium can modulate macro-
phage inflammatory responses.
Mycolactone toxin (Fig. 1) which plays a key role in viru-
lence of M. ulcerans [56] (Table 1) has potent immunosup-
pressive properties that lead to impaired cellular immune
responses (for review [57]). Mycolactone is a potent inhibitor
of TNF-a secretion in macrophages [58–60] and inhibits both
in vitro, at nanomolar ranges, and in vivo the migration and
maturation of DC as well as their ability to produce pro-
inflammatory molecules, with selective effects on inducible
chemokines [61]. On the basis of these findings, Coutanceau
et al. propose that mycolactone limits both the initiation of
primary immune responses and the recruitment of inflam-
matory cells at the site of infection [61].
Modulation of antigen presentation
DC present mycobacterial antigens to T cells within regional
lymph nodes and antigen-specific T cells home back to the
site of infection, where they recognize antigens presented by
infected macrophages. Presentation of protein antigens
occurs through classicalMHC class I andMHC class II systems
and of lipid antigens via non-classical CD1. Inhibition of
antigen presentation by MHC class II molecules via TLR2
stimulation of macrophages is one of the multiple mechan-
isms that contribute to the ability ofM. tuberculosis to survive
in the host (for recent review [62]). Indeed, whereas a short
stimulation of TLR2 allows cytokine production, chronic
infection of macrophages favours a prolonged stimulation
of the receptor, resulting in the inhibition of MHC class II
molecule expression. TheM. tuberculosis TLR2 ligands that are
involved in this process include lipoproteins as well as lipo-
glycans, PIM [63], and most probably LM, which is as an
efficient TLR2 agonist as lipoproteins [48].
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Another way in which T lymphocytes are modulated dur-
ing mycobacterial infection is through presentation of lipid
antigens by CD1 molecules. Until now, only a few bacterial
CD1 ligands have been identified and most of them are
glycolipids derived from mycobacteria such as mycolic acid
[64], glucose monomycolate [65], glycerolmonomycolate
[66] and phosphoglycolipids, such as LAM. However, these
classes of lipids are present both in avirulent and in virulent
mycobacteria. Using a panel of T cell clones with different
specificities to mycobacterial lipids, Gilleron et al. have iden-
tified a sub-family of sulfoglycolipid (Ac2SLG) specific to M.
tuberculosis and presented by CD1b molecules [67]. Ac2SLG
activate CD8+-restricted T cells which then exert two strong
immunoprotective functions: a release of pro-inflammatory
cytokines and a strong bactericidal activity on the mycobac-
teria-infected cell [67]. The group has recently determined
that TCR recognition and lymphocyte activation are gov-
erned by the fatty acyl units of sulphoglycolipids [68].
Another antigenic mycobacterial lipid originally identified
as Mannosyl-b-1-phosphoisoprenoid (MPI) [69] and recently
characterized as Mannosyl-b-1-phosphomycoketide (MPM)
[70] is of particular interest. Indeed, MPM contains a Man-
nosyl-b-1-phosphate part that is found inMannosyl-b-1phos-
phodolichol from mammalian cells. However, its unusual
lipid portion represents a pathogen-associated molecular
pattern, which allows mycobacteria to be recognized as for-
eign by the host immune system. Notably, the lipidmoiety of
MPM is essential for the activation of CD1c-restricted cells
[69]. Moreover, it is produced by a Pks12 dependent lipid
biosynthesis pathway present in medically important myco-
bacteria such asM. tuberculosis andM. bovis BCG, but lacking
in mammalian species [70].
These data demonstrate that mycobacterial lipids partici-
pate in the paradoxes of the host–pathogen interaction dur-
ing mycobacterial infection. On the one hand, they
contribute to host resistance as pro-inflammatory molecules
and antigens. However, on the other hand, they facilitate
immune evasion by repressing pro-inflammatory responses
and downregulating antigen presentation in a subset of anti-
gen-presenting cells and T-effector cell responses.
Concluding remarks
The data presented in this review demonstrate the prominent
role played by mycobacterial lipids in pathogenesis, notably
in tuberculosis. Most of the studies that we have described
were performed in mice. However, mice and other currently
used animalmodels only partially reflect important aspects of
human infection including ability of bacilli to persist for a
long time in tuberculosis granuloma and reactivate. The use
of a human model, for example in vitro human granuloma
[71] should help to reveal currently unknown functions of
these lipids. Moreover, the study of the molecular mechan-
isms of action ofmycobacteria lipids is still in its infancy. This
includes the identification of the host cellular partners of
these lipids, the characterization of their interactions and the
signals induced by these interactions, and deciphering the
consequences of these combined signals. Resolving these
questions may uncover the links between the nature of the
compounds exposed at theM. tuberculosis cell surface and the
specific features of pathogenic mycobacteria.
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Figure 25 : Stratégie de construction des souches mutées dans les voies de biosynthèse des 
lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis et profil lipidique de la collection. 
 
 
Figure 26 : Stratégie de l’étude. 
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2.  Objectif & Stratégie 
L’objectif de la première partie de ma thèse a été de déterminer la contribution respective 
des lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis dans la pathogénie de la tuberculose. 
La connaissance des voies de biosynthèse de ces lipides d’enveloppe a permis de développer une 
stratégie basée sur la construction d’une collection de souches mutées sur des gènes impliqués 
dans les voies de biosynthèse des DIMs, DATs/PATs et SLs (Figure 25A ; Annexes 1,2,3). 
L’originalité de l’approche réside dans la production de souches déficientes dans la synthèse d’un 
seul ou de plusieurs de ces lipides, dans le but d’aborder leur fonction individuelle ou collective 
dans la pathogénie (Figure 25B). 
Nous avons ensuite étudié la conséquence de ces mutations simples ou multiples sur l’interaction 
du bacille avec l’hôte en effectuant une étude comparative des mutants et de leur souche contrôle 
(Figure 26). La virulence est examinée in vivo chez la souris car ce modèle animal permet de 
travailler sur des périodes d’infection relativement longues, et ce dans un système biologique 
« complet ». Nous évaluons la capacité des souches à s’implanter dans les poumons et à se 
multiplier, puis à disséminer et persister dans d’autres organes tels que la rate. Les souches sont 
également testées ex vivo pour leur capacité à moduler les réponses immunitaires des 
macrophages humains. 
Dans un second temps, les souches mutées induisant une réponse différente de la souche 
sauvage sont retenues et leur activité fonctionnelle est caractérisée plus en détails. 
3.  Méthodologie & Résultats 
Article: 
« Multiple deletions in the polyketide synthase repertoire of Mycobacterium tuberculosis 
reveal functional overlap of cell envelop lipids in host-pathogen interactions ». 
Charlotte PASSEMAR, Ainhoa ARBUES, Wladimir MALAGA, Ingrid MERCIER, Flavie MOREAU, 
Laurence LEPOURRY, Olivier NEYROLLES, Christophe GUILHOT and Catherine ASTARIE-
DEQUEKER. 
Cellular Microbiology. avril 2013, soumis. 
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Summary
Several specific lipids of the cell envelope are
implicated in the pathogenesis of M. tuberculosis
(Mtb), including phthiocerol dimycocerosates
(DIM) that have clearly been identified as virulence
factors. Others, such as trehalose-derived lipids,
sulfolipids (SL), diacyltrehaloses (DAT) and poly-
acyltrehaloses (PAT), are believed to be essen-
tial for Mtb virulence, but the details of their role
remain unclear. We therefore investigated the
respective contribution of DIM, DAT/PAT and SL to
tuberculosis by studying a collection of mutants,
each with impaired production of one or several
lipids. We confirmed that among those with a
single lipid deficiency, only strains lacking DIM
were affected in their replication in lungs and
spleen of mice in comparison to the WT Mtb strain.
We found also that the additional loss of DAT/PAT,
and to a lesser extent of SL, increased the attenu-
ated phenotype of the DIM-less mutant. Impor-
tantly, the loss of DAT/PAT and SL in a DIM-less
background also affected Mtb growth in human
monocyte-derived macrophages (hMDMs). Fluo-
rescence microscopy revealed that mutants
lacking DIM or DAT/PAT were localized in an acid
compartment and that bafilomycin A1, an inhibitor
of phagosome acidification, rescued the growth
defect of these mutants. These findings provide
evidence for DIM being dominant virulence factors
that mask the functions of lipids of other families,
notably DAT/PAT and to a lesser extent of SL,
which we showed for the first time to contribute to
Mtb virulence.
Introduction
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative agent of
tuberculosis, is a pathogen that infects one third of the
world’s population and kills more than 1.4 million people
annually (WHO, 2012). Its pathogenicity is mainly due to its
capacity to manage the hostile environment encountered
within the host in order to survive and replicate. Mtb has
evolved mechanisms of resistance to overcome the
defence functions of macrophages; these involve the use
of receptors for cell invasion, the modulation of normal
progression of the phagosome into an acid and
hydrolytically active phagolysosome, the regulation of local
modulators of the immune response and the control of cell
apoptosis. Despite the scale of the public health problem,
our understanding of the survival strategies of Mtb remains
elusive. In particular, the factors important for tuberculosis
pathogenesis and their modes of action are far from being
identified.
At the interface between the host and the pathogen, the
mycobacterial cell envelope, and especially the outermost
layer, constitutes its interface with the host. It contains
unique cell-surface lipids, whose biosynthesis involves a
family of enzymes known as polyketide synthases. These
lipids can be classified into distinct categories according
to their importance for Mtb biology (Neyrolles and Guilhot,
2011). On the one hand, some of them (e.g. mycolates)
are major constituents of the mycobacterial outer mem-
brane and their synthesis is essential for bacterial growth.
On the other hand, non-covalently associated lipids
located in the outermost part of the cell envelope, includ-
ing mycocerosate-containing lipids [phenolic glycolipids
(PGL) and phthiocerol dimycocerosates (DIM)] and
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trehalose-derived glycolipids [sulfolipids (SL) and di- and
poly-acyl trehaloses (DAT, PAT)], do not seem to have
major structural roles. Indeed, the loss of DIM is frequent
after serial passages of Mtb in vitro, and is associated with
a slight increase in the growth rate (Domenech and Reed,
2009; Kirksey et al., 2011), and clinical isolates deficient in
PGL, SL or PAT synthesis have been isolated (Constant
et al., 2002; Gonzalo Asensio et al., 2006). Nevertheless,
the distribution of DIM, PGL, DAT/PAT and SL in the
Mycobacterium genus is consistent with these lipids
contributing to pathogenesis: DIM and PGL family lipids
are synthesized by a limited number of mycobacterial
species, including the major human pathogens Mycobac-
terium leprae, Mycobacterium ulcerans and Mtb; DAT/
PAT have only been isolated from species of the Mtb
complex; and SL have been isolated from Mtb and Myco-
bacterium canettii, but not from other members of the Mtb
complex. While the role of DIM and PGL in virulence is
well documented (for review, see Guilhot and Daffe,
2008), that of SL and DAT/PAT is still unclear. At the
individual level, their role appears to be questionable
based on the lack of attenuation in animal models dis-
played by the genetically engineered strains (impaired for
the production of SL or DAT/PAT) in comparison to the
parental strains (Rousseau et al., 2003a,b). Also, their
production differs between clinical isolates (our unpub-
lished results). Moreover, SL and DAT/ PAT together do
not seem to contribute to bacterial virulence because the
absence of both, in a Mtb H37Rv double mutant, does not
significantly affect the growth of tubercle bacillus in a
mouse model of infection (Chesne-Seck et al., 2008).
Nonetheless, these glycolipids, when purified, exhibit bio-
logical activities relevant to the interaction between Mtb
and host cells. For instance, purified SL have been
described as modulating phagosome-lysosome fusion
(Goren et al., 1976; Brodin et al., 2010) and the cytokine
response of human phagocytes (Brozna et al., 1991).
Similarly, DAT/PAT are potent inhibitors of leucocyte
migration (Husseini and Elberg, 1952) and T cell prolifera-
tion (Saavedra et al., 2001), and participate in early inter-
actions between Mtb and phagocytes (Rousseau et al.,
2003a). Also, most clinical isolates of the various Mtb
lineages produce these molecules (our unpublished data)
suggesting that they contribute to the adaptation of Mtb to
its pathogenic way of life. Therefore, the true importance
of SL and DAT/PAT in the pathogenesis of tuberculosis
remains unclear.
The discrepancy between data obtained in vivo and
data obtained ex vivo can be reconciled if Mtb pos-
sesses compensatory virulence factors that complement
the absence of trehalose-derived lipids. An alternative
explanation is that trehalose-derived lipids have a subtle
activity that is masked by the large effects of major viru-
lence factors. We therefore re-examined the individual
and collective contributions of SL, DAT/PAT and DIM to
the pathogenesis of tuberculosis. We developed a
genetic strategy involving sequential disruption of the
biosynthesis pathways for these various lipids. We
investigated the consequences of these single and mul-
tiple mutations for the interaction between Mtb and both
an animal model and human cells. We demonstrated
that there is functional overlap between DIM and DAT/
PAT and SL in the virulence of Mtb, both families of mol-
ecules contributing to counteract the immune responses
of human macrophages.
Results
Construction and characterization of
lipid-deficient mutants
The strategy used for sequential disruption of SL, DAT/PAT
and DIM biosynthesis is depicted in Fig. 1A. A set of
polyketide synthases (PKSs) is required for the formation
of the various and specific fatty acids incorporated into SL,
PAT/DAT and DIM (for review see Mohanty et al., 2011).
This includes: Pks2, a catalyser for the formation of
phthioceranic and hydroxyphthioceranic acids found in
SL; Pks3/4, an enzyme required for the formation of
both phthienoic acids (also called mycolipenic acids)
and their structurally saturated and dienoic analogues
(mycolipanoic or mycolipodienic acids) present in DAT and
PAT; and PpsA-E and Mas, proteins required for the syn-
thesis of the structural units (the phthiocerol chain and
mycocerosic acids respectively) constituting DIM. We also
included Pks5 in this deletion strategy. Pks5 is highly
similar to Pks2, Pks3/4 and Mas, and was found to be
involved in the formation of the methyl-branched fatty
acid incorporated into the lipooligosaccharide (LOS) of
mycobacteria (Etienne et al., 2009). Although this com-
pound has not been found in strains of the Mtb complex,
with the exception of M. canettii, we suspected that minor
forms of DAT may contain these specific methylated fatty
acids. Indeed, mutations in the genomic locus dedicated to
LOS synthesis, and containing pks5, alter the synthesis of
some DAT forms (Brodin et al., 2010).
To facilitate the sequential deletion strategy, we
exploited an existing pair of H37Rv strains: the H37Rv
ATCC strain, producing the three families of lipids analysed
in this study; and the H37Rv Pasteur strain, containing a
spontaneous single base substitution that introduces a
stop codon into the pks3/4 gene (Cole, 1999). This muta-
tion disrupts the polyketide synthase encoding gene
pks3/4 and causes DAT/PAT deficiency (Fig. 1B). We used
allelic exchange mutagenesis to delete an internal frag-
ment from the targeted pks gene and insert a res-km-res
cassette (see Experimental procedures for descriptions of
the constructs). The antibiotic resistance marker was sub-
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sequently excised following expression of the γδ resolvase
gene, leading to an unmarked mutation with a scar corre-
sponding to one res sequence. Each mutant strain was
tested by PCR using sets of primers designed to differen-
tiate between strains with insertion of the disrupted allele
by single cross over, illegitimate recombination or allelic
exchange. A clone with the appropriate PCR profile was
isolated and used for lipid analysis and subsequent gene
disruption. The lipids produced by the various mutant
strains were labelled with [1-14C] propionate and analysed
by thin layer chromatography (Fig. 1B). The lipid profiles
observed were consistent with the previously described
functions of the various PKS: strains mutated for the pks3/4
gene were deficient in DAT/PAT synthesis; strains with a
disruption of pks2 did not synthesize SL, and ppsE knock-
out abolished DIM formation. Analysis of the H37Rv
Pasteur-derived pks5 mutant failed to identify any lipid
abnormality.
We evaluated the effect of cumulative lipid loss on the
production of the remaining lipids of the outermost layer of
the cell envelope. Exponentially growing strains producing
either the three families of targeted lipids (DIM, SL, DAT/
PAT), just two (DIM, SL) or none, were incubated with
[1-14C] acetate or [1-14C] propionate for 24 h to label the
total lipids or preferentially those containing methyl-
branched fatty acids (notably DIM, SL and DAT/PAT).
Lipids were then extracted and analysed by thin layer
chromatography (Fig. S2). Spots corresponding to the
major lipids of the outer layers of the mycobacterial cell
envelope were quantified relative to total lipids and com-
Fig. 1. Construction and lipid profile of polyketide-derived lipid-deficient mutants.
A. Strategy for sequential disruption of the biosynthetic pathways of SL, PAT/DAT and DIM and construction of lipid-deficient mutants.
B. TLC analysis of the lipid content of H37Rv ATCC and H37Rv Pasteur WT strains and polyketide-derived lipid deficient mutants. Lipids were
radiolabelled with [1-14C]-propionate. The TLC was run in petroleum ether/diethylether (90/10, v/v), chloroform/methanol (99/1, v/v) or
chloroform/methanol/water (60/16/2, v/v/v).
Functional overlap between mycobacteria envelope lipids 3
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pared (see Fig. S2, table). No major change was observed
in the lipid profile of strains deficient in the production of the
different families of polyketide-derived lipids: there was no
variation in the amount of DIM, SL, trehalose dimycolate
(TDM) or trehalose monomycolate (TMM), associated with
the loss of DAT/PAT (H37Rv ATCC versus Pasteur); nor in
the amount of trehalose dimycolate (TDM) or trehalose
monomycolate (TMM), in the strain deficient for DIM, SL
and DAT/PAT synthesis (PMM127). However, the produc-
tion of triacylglycerol (TAG) increased upon the loss of DIM,
SL and DAT/PAT.
Furthermore, DIM-, DAT/PAT- and SL-deficient mutants
were subjected to genome-wide transcriptomic analysis.
As shown in Fig. 2A, only 17 genes were found to be
differentially expressed in mutants deficient in either DIM
(PMM135) or DIM and DAT/PAT (PMM174), and their
wild-type (WT) counterpart (H37Rv ATCC); there was dif-
ferential expression of only six genes for the pair PMM127
and WT H37Rv Pasteur. Impaired expression of eight
genes, ppsE, drrA, drrB, drrC, pks3/4, mmpL8, papA1 and
pks2 in the mutant strains was probably the direct result of
the genetic disruption of ppsE, pks3/4 and pks2.
Interestingly, two genes expressed at higher level in
PMM135 and PMM174 mutants than in the WT strain,
namely Rv1130 and Rv1131, encode homologues to the
methylcitrate synthase (PrpC) and the methylcitrate
dehydratase (PrpD), respectively, in other mycobacteria
including M. smegmatis and M. marinum (Upton and
McKinney, 2007). These enzymes belong to the methylci-
trate cycle and are involved in succinate formation from
propionyl-CoA. This suggests that impaired utilization in
the mutant strains of propionyl-CoA for the synthesis of the
methyl-branched fatty acids present in DIM and DAT/PAT
results in the induction of another pathway for propionyl-
CoA metabolism, as previously suggested (Upton and
McKinney, 2007; Rhee et al., 2011). Another interesting
result is the upregulation of the triacylglycerol synthase-
encoding gene, Rv1760 (Daniel et al., 2004) in PMM135
and PMM174. This may account for the increased pro-
duction of TAG by these mutant strains (Fig. 1B). The
expression of the mbtD gene, involved in synthesis of the
iron-chelating polyketide mycobactin, was downregulated
in the mutant strains with reference to WT Mtb. The
mycobactin synthesis pathway shares common substrates
with the methyl-branched fatty acid synthesis pathway.
Metabolic cross-talk between these two pathways has not
previously been documented, but our results suggest that
perturbation of polyketide-derived lipid synthesis may influ-
ence the formation of other polyketide-derived products,
such as mycobactin. Finally, nine of the genes differentially
expressed in PMM135, PMM174 and PMM127 strains are
of unknown function.
Overall, the results of these transcriptome comparisons
suggest that the loss of several polyketide-derived lipids
Fig. 2. Further characterization of lipid-deficient mutants.
A. Hierarchical clustering of expression profiles of differentially
expressed genes in H37Rv ATCC, PMM135 (DIM-) and PMM174
(DIM-, DAT/PAT-) or H37Rv Pasteur (DAT/PAT-) and PMM127
(DIM-, DAT/PAT-, SL-). Red-blue display showing Mtb genes
identified to be significantly and differentially expressed in the
H37Rv ATCC, PMM135 and PMM174 or H37Rv Pasteur and
PMM127 strains. Genes are ordered in rows, strains in columns
(with four biological replicates per strain). Colouring indicates
normalized expression values (Log2).
B. In vitro growth of H37Rv ATCC, H37Rv Pasteur (DAT/PAT-) and
PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) strains. Bacteria were grown in
liquid Middlebrook 7H9 broth and bacterial growth was monitored
by measuring the McFarland turbidity. Data are representative of
two independent experiments.
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does not cause substantial metabolic perturbations, at
least in our in vitro growth conditions. This observation
was confirmed by the comparison of the growth kinetics of
mutants and control strains in standard growth medium.
As depicted on Fig. 2B, there were no major differences in
the growth behaviours of WT strains and the most-
delipidated mutant, PMM127.
These results indicate that DAT/PAT, SL and DIM are
individually and collectively dispensable for growth of Mtb.
In addition, their loss is not associated with any major
remodelling of the lipid composition of the mycobacterial
cell envelope or of the cell metabolism.
Polyketide-derived lipids collaborate to mediate the in
vivo growth of Mtb
We next examined the effects of the loss of several
polyketide-derived lipids on the virulence of Mtb. We com-
pared the ability of the WT strains and lipid-deficient
mutants (Table 1) to replicate and survive in lungs and
spleen of BALB/c mice after intranasal infection. For
H37Rv ATCC, the numbers of colony-forming units (cfu)
increased to 4–5 logs both in lungs and spleen on day 28
post infection (Fig. 3A and C). The bacillary load then
stabilized in both organs, and the cfu counts were main-
tained until the end of the experiment on day 56. The three
mutant strains deficient for DIM synthesis (Table 1:
PMM135, PMM56 and PMM127) grew less well than the
DIM-containing controls (Table 1: H37Rv ATCC, H37Rv
Pasteur and PMM57) in both lungs (Fig. 3B versus A) and
spleen (Fig. 3D versus C). This is consistent with the role
reported for DIM in the replication of Mtb in vivo (Camacho
et al., 1999; Cox et al., 1999). In contrast, loss of DAT/PAT
or DAT/PAT plus SL did not affect the capacity of Mtb to
multiply and persist; over a period of 56 days, the bacterial
loads in both lungs and spleen of H37Rv ATCC, H37Rv
Pasteur (DAT/PAT-) and PMM57 (SL-, DAT/PAT-) were
comparable (Fig. 3A and C). These results agree with
previous reports that deficiency in SL and/or DAT/PAT has
no significant consequence for the virulence of Mtb
(Rousseau et al., 2003a,b; Chesne-Seck et al., 2008).
However, when we tested the effect of the loss of DAT/
PAT and SL combined with DIM deficiency, we observed a
synergistic effect on the multiplication (Fig. 3B and D).
Mice infected with PMM56 (DIM-, DAT/PAT-) had signifi-
cantly lower bacterial loads in their lungs than those
infected with strain PMM135 (DIM-) (Fig. 3B). After 28
days of infection, the loads were about 50-fold lower for
PMM56 than for PMM135. The DAT/PAT deficiency also
further decreased the capacity of the DIM-less strain to
persist in the spleen although the difference did not reach
statistical significance (Fig. 3D). Similarly, the cfu counts
in lungs of PMM127 (DIM-, SL-, DAT/PAT-) infected mice
were significantly lower than those from PMM135 (DIM-)
infected mice on days 14, 28 and 56 post infection
(Fig. 3B). The differences between cfu counts for PMM56
(DIM-, DAT/PAT-) and PMM127 (DIM-, SL-, DAT/PAT-)
were significant only at day 56; this may have been due to
the small difference in the sizes of the inocula (Fig. 3B). To
confirm the effects of DAT/PAT deficiency in strains
unable to synthesize DIM, we independently constructed
a second strain (PMM174) containing mutations in pks3/4
and ppsE (Fig. 1A). We then compared the growth kinet-
ics of PMM135 (DIM-) and PMM174 (DIM-, DAT/PAT-) in
mice (Fig. 4). The cfu counts in both lungs and spleen
were lower for the double DIM and DAT/PAT deficient
mutant than the single DIM deficient mutant on day 14
and at subsequent time-points, confirming the findings for
PMM135/PMM56 pair. Transformation of PMM174 with a
plasmid carrying a functional pks3/4 gene (pWM228H)
and resuming the production of DAT/PAT (Fig. 1B),
restored growth in lungs and spleen of infected mice to a
level comparable to that of PMM135 (Fig. 4).
These findings indicate that DIM are dominant virulence
factors, which mask the functions of other families of
extractable lipids in the cell envelope. This makes it diffi-
cult to analyse the roles of these lipids in vivo. While the
construction of lipid-deficient mutants in a DIM-less back-
ground allowed us to demonstrate that DAT/PAT are also
important for the pathogenesis of tuberculosis by contrib-
uting to the growth of bacilli in vivo, they also show that SL
play a minimal role, if not any.
The loss of polyketide-derived lipids has no major
impact on the functional integrity of the cell wall of Mtb
One of the factors that contribute to the success of Mtb as
a pathogen is its ability to resist the bactericidal defences
of the host. This is in part due to the structural properties
of the cell envelope that forms a low permeability barrier,
preventing the penetration of toxic metabolites. We previ-
ously reported that DIM deficiency affects cell wall func-
tion (Camacho et al., 2001), so we examined whether the
most delipidated mutant, PMM127, is affected in its sen-
sitivity to toxic compounds. When exposed to increasing
concentrations of hydrogen peroxide (H2O2), PMM127
Table 1. A collection of single and multiple lipid-deficient mutants and
WT H37Rv strains.
DIM DAT/PAT SL
H37Rv ATCC + + +
H37Rv Pasteur + − +
PMM57 + − −
PMM135 − + +
PMM174 228H − + +
PMM56 − − +
PMM174 − − +
PMM127 − − −
Functional overlap between mycobacteria envelope lipids 5
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(DIM-, SL-, DAT/PAT-) as the WT H37Rv ATCC were killed
in a dose-dependent manner between 8 and 24 mM H2O2,
and there was no obvious difference between the relative
sensitivities of the two strains (Fig. 5A). In addition,
H37Rv ATCC and PMM127 (DIM-, SL-, DAT/PAT-) grew
similarly when exposed to various pH in vitro (Fig. 5B),
indicating that the lipid deficiency did not affect the acid
tolerance of Mtb. H37Rv Pasteur and mutants defective
for the production of a more limited set of lipids were
similarly tested and results were comparable with those
for H37Rv ATCC and PMM127 (data not shown).
We also assessed whether polyketide-derived lipid
loss impaired the bacterial susceptibility to the antibiotic,
ceftriaxone, a β-lactam that targets enzymes involved in
peptidoglycan assembly and located in the periplasm
(Chambers et al., 1995). Ceftriaxone killed both H37Rv
Fig. 3. Polyketide-derived lipid deficiency decreases Mtb growth in BALB/c mice. A collection of single and multiple lipid-deficient mutants and
the WT H37Rv were used to infect mice and data are presented as: (A, C) DIM-containing strains (H37Rv ATCC, H37Rv Pasteur, PMM57) or
(B, D) DIM-less mutants (PMM135, PMM56, PMM127). Numbers of cfu in (A, B) lungs and (C, D) spleen were determined on days 1, 14, 28
and 56 by plating dilutions of homogenized tissues on Middlebrook 7H11 agar containing OADC. The dashed line corresponds to the detection
limit. When counts in infected mice were below the detection limit, the number of cfu scored was 50 cfu per organ (1.7 log). Values are
means ± SEM of cfu counts for four infected mice. The significance of differences between strains was evaluated: *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.005.
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ATCC and PMM127 (DIM-, SL-, DAT/PAT-) in a dose-
dependent manner, but the mutant exhibited a greater
susceptibility to the antibiotic (Fig. 5C). A threefold
higher concentration of antibiotic was required for a
similar decrease in cell viability of strains containing DIM
than for DIM-less mutants. In contrast, no difference in
ceftriaxone sensitivity was specifically associated with
absence of SL and DAT/PAT irrespective of the DIM
context (Fig. 5C). Therefore, the absence of DIM
increased the sensitivity to a β-lactam antibiotic, consist-
ent with a previous report indicating that DIM contribute
to the permeability barrier formed by the cell envelope
(Camacho et al., 2001).
The outermost layer of the mycobacterial cell envelope
is a capsular layer that contains polysaccharides, proteins
and small amounts of lipids, some of which contribute to
pathogenesis (for review, see Forrellad et al., 2013). The
suggestion that the absence of DAT/PAT affects the
capsule attachment (Dubey et al., 2002) prompted us to
examine whether the absence of polyketide-derived lipids
affected exposure at the bacterial surface of capsular
molecules contributing to mycobacterial pathogenicity.
We examined the surface expression of phosphatidyl-
myo-inositol mannosides (PIM), α-glucan and the ESX-
secreted protein (ESAT-6), which are all involved in
pathogenesis (Forrellad et al., 2013), by labelling intact
bacteria with antisera and examination by immuno-
gold-EM (Sani et al., 2010). The bacterial surfaces of
H37Rv ATCC and PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) were
labelled homogeneously with the monoclonal antibody
specific for α-glucan (Geurtsen et al., 2009), and there
was no quantitative difference in labelling between the
two strains (Fig. 5D). Likewise, the lipid deficiency did not
affect labelling by antibodies directed against an epitope
of the glycolipid PIM6 or the protein ESAT-6 (Fig. 5D).
Importantly, the presence of the detergent Tween-80 in
the bacterial culture medium, previously shown to remove
the mycobacterial capsule (Sani et al., 2010), decreased
cell surface labelling by these antibodies (data not
shown). Therefore, the absence of DIM or SL or DAT/PAT
did not significantly affect PIM, α-glucan, and ESAT-6
exposure on the mycobacterial cell surface. In all likeli-
hood, these lipid deficiencies do not have major effects on
the structure of the cell envelope.
Given that Mtb can adapt to metabolic stresses
associated with the accumulation of potentially toxic
intermediates of propionate by incorporating them into
methyl-branched lipids of the cell wall (Lee et al., 2013),
we next examined whether the lipid-defective mutant
PMM127 grew on propionate as the sole carbon source.
Increasing the propionate concentration in the medium
from 10 to 20 mM severely impaired the growth of
H37Rv ATCC, as expected, and also of PMM127 (DIM-,
SL- and DAT/PAT-) (Fig. 5E). However, no difference in
sensitivity to propionate between the two strains was
detected (Fig. 5E).
Taken together, these data argue against a model in
which the in vivo attenuation of these mutants, deficient in
lipids and notably in trehalose-derived lipids, is due to
substantial abnormalities in the cell envelope structure or
to greater sensitivity to propionate.
Fig. 4. DAT/PAT are required for Mtb growth in BALB/c mice. Mice
were infected with either PMM135 (DIM-) (circles), PMM174 (DIM-,
DAT/PAT-) (open squares) or the complemented strain PMM174
228H (DIM-) (solid squares). The numbers of cfu in (A) lungs and
(B) spleen were determined on days 1, 14, 28 and 56 by plating
dilutions of homogenized tissues on Middlebrook 7H11 agar
containing OADC. The dashed line corresponds to the detection
limit. When counts in infected mice were below the detection limit,
the number of cfu scored was 50 cfu per organ (1.7 log). Values
are means ± SEM of cfu counts for three or four infected mice. The
significance of differences between strains was evaluated:
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005.
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Fig. 5. Polyketide-derived lipid deficiency does not substantially affect the functional integrity of the cell wall of Mtb or its sensitivity to
propionate. H37Rv ATCC and lipid-deficient mutants, including PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-), were grown in liquid Middlebrook 7H9
medium. The toxicities of (A) H2O2, (B) pH, (C) ceftriaxone and (E) sodium propionate were evaluated at various doses and times of
incubation, by the MTT assay (A, C) or by measuring McFarland turbidity (B, E). Data from two independent experiments are reported as
means ± SEM of duplicate or triplicate samples. *P < 0.05, **P < 0.01. (D) Exponentially growing H37Rv ATCC and PMM127 were fixed and
probed with non-relevant Ab or Ab directed against α-glucan, PIM or ESAT 6. Bacteria were examined using a JEOL 1200 EX transmission
electron microscope. The results are expressed as the number of gold beads per bacterial surface and values are means ± SEM for ten
bacteria on two grids. Images were acquired using a digital camera. Bar: 100 nm.
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Polyketide-derived lipids contribute to the outcome of
Mtb in human macrophages
The attenuation in vivo of the mutants deficient for multi-
ple polyketide-derived lipid synthesis may reflect an
altered interaction with human macrophages (hMDMs),
the main target cell of Mtb. We therefore evaluated the
consequences of polyketide-derived lipid deficiency on
the capacity of Mtb to infect hMDMs. As expected, the
percentage of infected cells after 1 h with the DIM-less
mutant PMM56 [multiplicity of infection (moi) 10:1] was
25% lower than the WT strain H37Rv Pasteur (33 ± 5
versus 43 ± 4 %, P < 0.03, n = 3) (Astarie-Dequeker et al.,
2009). By contrast, there was no difference between the
three mutants PMM135 (DIM-), PMM56 (DIM-, DAT/PAT-)
and PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) in the ability to infect
hMDMs, suggesting that SL and DAT/PAT do not contrib-
ute to macrophage infection (data not shown).
We then examined the consequences of lipid deficiency
on the capacity of Mtb to grow within hMDMs. We previ-
ously reported that, at an moi of 10:1, there is no differ-
ence in bacterial loads between WT strain and DIM-less
mutant after 96 h of infection (Astarie-Dequeker et al.,
2009). A recent study shows that hMDMs restrict Mtb
growth more effectively at an moi of 1:1 than 10:1 (Welin
et al., 2011). For this reason, we revisited the role for DIM
using a lower moi of 2:1, and followed the intracellular
bacterial growth for 24 h and 168 h by counting the
number of fluorescent bacteria per cell. Under these con-
ditions, the bacterial count per macrophage at 168 h was
significantly lower for DIM-less mutants (PMM135 and
PMM56) than WT controls (H37Rv ATCC and H37Rv
Pasteur) (Fig. 6A). Accordingly, we then tested the intra-
cellular load for the PMM135 (DIM-), PMM56 (DIM-, DAT/
PAT-) and PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) mutant strains
over time. Interestingly, while the three mutants grew at a
similar rate for the first 48 h, the PMM56 (DIM-, DAT/PAT-)
and PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) replicated more
slowly than PMM135 (DIM-) at a later time point (Fig. 6B).
Of note, the replication of PMM127 (DIM-, SL-, DAT/PAT-)
in macrophages was consistently slightly slower, albeit
non-significantly, than that of PMM56 (DIM-, DAT/PAT-)
(Fig. 6B). To confirm the phenotype associated with DAT/
PAT deficiency, we performed additional experiments
with PMM174 (DIM-, DAT/PAT-) and the pks3/4-
complemented strain called PMM174 228H. Similar to
PMM56 (DIM-, DAT/PAT-), the growth of PMM174 was
slower than that of PMM135 (DIM-) (Fig. 6C), and com-
plementation with a functional copy of pks3/4 restored
both the production of DAT/PAT (Fig. 1B) and the intrac-
ellular growth capacity approaching that of PMM135
(Fig. 6C). The loss of DIM (Fig. 6D) and DAT/PAT
(Fig. 6E–F) decreased simultaneously the percentage of
infected macrophages at 168 or 144 h, strongly suggest-
ing that lipid deficiency affects also the capacity of Mtb to
propagate infection into new macrophages. Of note,
H37Rv ATCC and the PMM135 and PMM174 mutants
induced a weak cell death, which averaged 2–4% of
total macrophages (Fig. S3B), as evaluated by using
7-actinomycin D (7-AAD) to assess cell membrane per-
meability (Fig. S3A). However, when data are expressed
as the percentage of 7-AAD-positive cells among GFP-
positive macrophages (i.e. infected cells), H37Rv ATCC
induced significantly higher cell death than PMM135 and
PMM174 (Fig. S3C). This makes it likely that the observed
differences in percentage of infected macrophages were
due to variability in cell death.
This set of data demonstrates that DIM and DAT/PAT
are important for the outcome of Mtb in hMDMs. A similar
trend was observed for SL but the effect was very modest
and not statistically significant. However, this observation
is consistent with the slight attenuation observed in mice
for the PMM127 (DIM-, SL-, DAT/PAT-) mutant relative to
PMM56 (DIM-, DAT/PAT-) (Fig. 3B).
Polyketide-derived lipids are required to drive Mtb in a
poorly acidic phagosome
DIM contribute to the control of phagosomal pH (Fig. S4)
consistent with our previous report (Astarie-Dequeker
et al., 2009) and with a mutant library screening
approach, which previously identified mutations in DIM
biosynthesis genes as being associated with failure to
block phagosomal acidification (Pethe et al., 2004;
Stewart et al., 2005; Brodin et al., 2010). Interestingly,
none of these genetic screens identified mutations in DAT/
PAT or SL biosynthetic genes. However, Brodin et al.
reported that mutations affecting the balance of SL and
DAT synthesis altered the capacity of Mtb to remodel its
phagosome (Brodin et al., 2010). To determine if the
advantage conferred by polyketide-derived lipids to bac-
terial growth is associated with control of phagosomal pH,
hMDMs were infected with our single and multiple
mutants. The numbers of bacilli colocalizing with the
acidotropic dye, LysoTracker, were counted. A large pro-
portion of phagosomes containing PMM135 (DIM-)
colocalized with LysoTracker during the early stage of
infection (Fig. 7A), consistent with previous finding
(Astarie-Dequeker et al., 2009); this proportion then
decreased gradually over the following 144 h. In compari-
son, the two double DIM and DAT/PAT-deficient mutants,
PMM56 and PMM174, accumulated in phagosomes
that were significantly more frequently labelled with
LysoTracker (Fig. 7A and B), and this phenotype was lost
when PMM174 was complemented with a functional
pks3/4 gene (Fig. 7B). The triple lipid-deficient mutant
PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) also accumulated in
phagosomes that were more acid than those containing
Functional overlap between mycobacteria envelope lipids 9
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PMM135 (DIM-) (Fig. 7A). A larger, but non-significant,
proportion of PMM127 than PMM56 (DIM-, DAT/PAT-)
was also found in LysoTracker-positive phagosomes.
Infected hMDMs were immunostained for the vacuolar
type proton-transporting ATPase (H+-ATPase), an enzyme
contributing to phagosomal acidification (Lukacs et al.,
1990), and for CD63, a marker of fusion with late
endosomes/lysosomes (Astarie-Dequeker et al., 2002).
The greater accumulation of PMM174 (DIM-, DAT/PAT-) in
acidified phagosomes than PMM135 (DIM-) (Fig. 7B) cor-
related with more H+-ATPase in the phagosomal mem-
brane (Fig. 7C); again, this phenotype was reversed in
the complemented strain PMM174 228H (Fig. 7C). In
contrast, PMM135 and PMM174 similarly colocalized with
CD63 (Fig. 7D).
Our data strongly suggest that DAT/PAT share with DIM
the capacity to prevent the recruitment of the H+-ATPase
to the phagosomal membrane and thereby inhibit the
acidification of the bacterial environment.
Polyketide-derived lipids contribute to the intracellular
growth of Mtb by preventing phagosome acidification
We had established that mutants deficient in DIM or DAT/
PAT synthesis exhibited a growth defect and a higher
association with LysoTracker. We therefore investigated
Fig. 6. The loss of polyketide-derived lipids
impairs Mtb growth in human macrophages.
hMDMs were put in contact for 1 h with (A, D)
H37Rv ATCC or H37Rv Pasteur and the
corresponding DIM-less mutants, (B, E)
PMM135 (DIM-), PMM56 (DIM-, DAT/PAT-)
and PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-), or (C, F)
PMM135, PMM174 (DIM-, DAT/PAT-) and the
complemented strain PMM174 228H (DIM-) at
an moi of 2:1. Once infected, the cells were
washed and further incubated in the presence
of serum. At various times thereafter, cells
were fixed and processed to quantify the
number of bacteria per macrophage (A–C)
and the percentage of infected cells (D–F).
For each set of conditions, duplicate
experiments were performed, and at least 100
cells were counted per slide. The values
reported are means ± SEM of three to eight
independent experiments. The significance of
differences between strains was evaluated.
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005.
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whether the absence of lipid-dependent manipulation of
phagosomal pH was responsible for the intracellular
growth defect. We tested if the prevention of phagosomal
acidification by the H+-ATPase inhibitor bafilomycin A1
(Drose and Altendorf, 1997) rescued the growth defect
associated with DIM or DAT/PAT deficiency. Pretreatment
with bafilomycin A1 reduced the early acidification of
phagosomes containing H37Rv Pasteur and PMM56
(DIM-), and abolished the difference between their per-
centage of lysotracker-positive phagosomes at 24 and
168 h post infection (Fig. 8A). Interestingly, the bacterial
growth at 168 h was greater in the presence than absence
of bafilomycine A1 for both strains; furthermore, the
growth defect in untreated macrophages of PMM56
(DIM-) with reference to the DIM-producing strain H37Rv
Pasteur was abolished by bafilomycine A1 (Fig. 8B).
Similar results were obtained for PMM135 (DIM-) and
PMM174 (DIM-, DAT/PAT-) (Fig. 8C and D).
Therefore, early inhibition of H+-ATPase activity pre-
vents acidification of phagosomes and rescues the
Fig. 7. Polyketide-derived lipid deficiency induces acidification of Mtb-containing phagosomes. hMDMs were infected for 1 h with
GFP-expressing DIM-less mutants deficient in one or more lipids at an moi of 2:1: (A) PMM135 (DIM-), PMM56 (DIM-, DAT/PAT-) and
PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) or (B–D) PMM135 (DIM-), PMM174 (DIM-, DAT/PAT-) and the complemented strain PMM174 228H (DIM-).
At various times after infection, (A, B) cells were incubated with LysoTracker for 1 h, fixed and processed for microscopy or (C, D) were
fixed, permeabilized, and immunostained with polyclonal anti-serum against H+-ATPase (C) or MAb against CD63 (D) and processed for
fluorescence microscopy. (A) A representative micrograph of infected cells collected at 144 h and analysed by confocal microscopy. Bar:
11 μm. For each marker, 100 phagosomes from at least 10 different fields were counted in duplicate. The values reported are means ± SEM
of three experiments. The significance of differences between strains was evaluated. *P < 0.05, **P < 0.01.
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growth defects of DIM and DAT/PAT-deficient mutants.
This strongly suggests that DAT/PAT and DIM contribute
to the intracellular growth of Mtb by provoking an exclu-
sion of the H+-ATPase from the phagosome membrane,
thereby providing a non-acidified compartment for bac-
terial proliferation.
Discussion
For years, the discrepancies between in vitro and in vivo
data have long interfered with our understanding of the
role of polyketide-derived lipids in Mtb pathogenicity.
Indeed, the biological activities described for polyketide-
derived lipids were consistent with their contribution to the
interaction between Mtb and its host and to its virulence:
for example, SL can modulate host cell responses, includ-
ing phagosome–lysosome fusion and cytokine production
(Goren et al., 1976; Pabst et al., 1988; Zhang et al., 1988;
Brozna et al., 1991), and DAT/PAT can strongly inhibit the
proliferation of T cells (Saavedra et al., 2001), and the
production of pro-inflammatory cytokines (Lee et al.,
2007). However, investigations in vivo showing no pheno-
type for Mtb mutants deficient in the synthesis of SL or
DAT/PAT, or both (Converse et al., 2003; Rousseau et al.,
2003a,b; Chesne-Seck et al., 2008) did not support a role
in pathogenesis of Mtb. In this study, we established that:
(i) polyketide-derived lipids from Mtb (including, SL, DAT/
PAT and DIM) have overlapping functions during the inter-
action between the bacteria and the host, thereby
explaining, at least in part, the absence of phenotype of
SL and/or DAT/PAT deficient mutants; (ii) these molecules
contribute to Mtb fitness during the acute phase of the
infection, probably through phagosome remodelling and
blockade of H+-ATPase recruitment; and (iii) the effects of
DIM are dominant over those of SL and DAT/PAT. There-
fore, our findings reconcile previously in vitro and in vivo
data for these molecules and substantially advance our
understanding of the role of polyketide-derived lipids as
virulence factors of Mtb.
It is emerging that functional overlap, redundancy and
buffering relationships are major features of biological
processes where they may confer robustness to systems
Fig. 8. Inhibition of the vacuolar H+-ATPase by bafilomycin A1 prevented phagosomal acidification and rescued the growth defect associated
with polyketide-derived lipid deficiency. hMDMs were pretreated for 1 h with 100 nM bafilomycin A1 or vehicle control (DMSO) and for the
first 24 h after infection. Cell were then infected with GFP-expressing (A, B) H37Rv Pasteur and PMM56, or (C, D) H37Rv ATCC, PMM135
and PMM174, at an moi of 10:1 for 24 h infection or 2:1 for 168 h. Cells collected after 24 or 168 h were incubated, or not with LysoTracker
for 1 h, fixed and processed to quantify (A, C) the number of LysoTracker-positive phagosomes, or (B, D) the number of bacteria per
macrophage. 100 phagosomes from at least 10 different fields were counted in duplicate (A, C) and at least 100 cells were counted per slide
(B, D). The values reported are means ± SEM of three to four experiments performed in duplicate. The significance of the effect was assessed
by comparing data for lipid-deficient mutants to those for parental control strains: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005.
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(Hartman et al., 2001). The importance of these phenom-
ena has been illustrated in host/pathogen interactions
(Kvitko et al., 2009; O’Connor et al., 2011; 2012). For
instance, the intracellular bacterial pathogen, Legionella
pneumophila, may tolerate deletion of 31% of its effectors,
known to be translocated into host cell during infection,
without being significantly affected for its capacity to
invade and replicate within mouse macrophages
(O’Connor et al., 2011). Functional overlap of this type
may reinforce the robustness of pathogens and thereby
allows them to deal with genetic variation of the putative
host and to expand the repertoire of targetable host cells
(Kvitko et al., 2009; O’Connor et al., 2012). Our results
with Mtb establish that there is such functional overlap
among polyketide-derived lipids exhibiting related (SL and
DAT/PAT) or unrelated (DIM versus SL or DAT/PAT) struc-
tures. We found that all these compounds contribute to
remodelling the Mtb-containing phagosome and to
prevent its acidification. The lack of attenuation phenotype
associated with the loss of SL or DAT/PAT in animal and
cellular models was initially interpreted as indicating that
these molecules had no role in pathogenicity or that their
activity was restricted to human cells (Converse et al.,
2003; Rousseau et al., 2003a,b; Chesne-Seck et al.,
2008). However, we believe that the analysis of the roles
of DAT/PAT and SL in virulence using lipid-deficient
mutants was uninformative because of the presence of
DIM, which exert a functionally dominant effect. Our study
in mice confirmed that DIM-deficiency caused a reduction
of about 2-log in bacterial titres in lungs and spleen; the
loss of DAT/PAT and/or SL alone had no effect. However,
the absence of DIM and both DAT/PAT and SL led to a
more severely attenuated phenotype. The effect could
be mostly attributed to DAT/PAT because, although SL
deficiency tended to impair bacterial growth in DIM-less
background in all cellular and animal models used, the
differences were not statistically significant. These obser-
vations contradict those described recently by Gillmore
et al., whose study reported that the loss of SL-1 in an
stf0-deleted mutant slightly enhanced Mtb survival in
human macrophages (Gilmore et al., 2012). The authors
ascribe this effect to a decrease in mutant sensitivity to a
human cationic antimicrobial peptide (Gilmore et al.,
2012). At this point, we do not have an explanation for the
discrepancy between these results.
Cell envelope lipids could contribute to the pathogenesis
of Mtb in several ways: they may have a structural role in
the bacterial cell envelope; a ‘sink’ activity important for
sequestrating toxic compounds produced during intracel-
lular growth; or induce modulatory effects of the host
immunity. These various possibilities are not mutually
exclusive. We confirm here that DIM have a role in the
permeability of the envelope (Camacho et al., 2001), and
DIM are also partners in the interaction with the host
(Astarie-Dequeker et al., 2009). A pks3/4 mutant has been
reported to have a severely affected morphology (Dubey
et al., 2002) and to be more efficient than the WT strain for
infecting phagocytic and non-phagocytic cells (Rousseau
et al., 2003a). This implicates trehalose-containing lipids in
maintaining the integrity of the cell envelope structure.
However, our data do not support this conclusion and
provide compelling evidence that deficiency in trehalose-
containing lipids does not cause major modifications of the
cell envelope structure. Indeed, mutants defective in SL or
DAT/PAT alone or both in combination displayed the same
sensitivity to toxic compounds including H2O2 and the
antibiotic, ceftriaxone. The absence of DIM increased the
sensitivity to ceftriaxone, but additional removal of DAT/
PAT and SL had no additional effect. The absence of DIM,
DAT/PAT and SL did not affect either the arrangement of
components exposed on the cell envelope surface, such
as PIM6, ESAT-6 and α-glucan, all involved in Mtb–host
interactions (Forrellad et al., 2013).
Methyl-branched fatty acid anabolism was proposed to
relieve the toxicity of propionate, which accumulates
during growth on odd-chain fatty acids as a carbon source
(Jain et al., 2007; Upton and McKinney, 2007). Our data
strongly suggest that the alternative mechanisms for alle-
viating this metabolic pressure are sufficiently effective for
the loss of methyl-branched fatty acid biosynthetic path-
ways to be tolerated. Indeed, the (DIM, DAT/PAT, SL)-
deficient mutant and the control strain, H37Rv ATCC, grew
similarly on various propionate concentrations. Consistent
with this idea, our transcriptome analysis revealed that the
genes prpC and prpD, encoding the first two specific steps
of methylcitrate cycle, are upregulated in DIM and DIM,
DAT/PAT mutants. Lee et al. demonstrated that shutting
down the methylcitrate cycle makes Mtb dependent on
either methyl-branched fatty acid synthesis or the
methylmalonyl pathway for propionyl-CoA detoxification
(Lee et al., 2013). Our results do not contradict this con-
clusion but indicate that the methylcitrate cycle may
compensate for the loss of the main PKSs utilizing
propionyl-CoA. These findings illustrate a buffering rela-
tionship between these pathways for a key process of Mtb
biology.
Our data are consistent with a role of polyketide-derived
lipids as effectors of Mtb virulence. We establish that these
molecules are essential for Mtb to control the intra-
phagosomal pH and as a consequence to survive and
multiply in human macrophages. The absence of DIM
drove bacteria into phagosomes that accumulated an
acidotropic dye early in infection (Astarie-Dequeker et al.,
2009) and impaired growth (present study). These pheno-
types were exacerbated by the additional removal of
DAT/PAT and SL. The difference in intracellular survival
between lipid-deficient mutants and control strains cannot
be attributed to different intrinsic sensitivities to the pH
Functional overlap between mycobacteria envelope lipids 13
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encountered in phagosomes because they were found to
be equally acid-sensitive in vitro. Consistent with this,
searches for Mtb mutants more sensitive to acidic pH failed
to identify any mutation in DIM, SL or DAT/PAT biosynthetic
pathways (Vandal et al., 2008). We suggest that
polyketide-derived lipids participate in the intracellular
growth of Mtb by blocking phagosome acidification.
Indeed, blocking the vacuolar H+-ATPase with bafilomycin
A1 prior to and throughout the first 24 h of infection, dra-
matically impairs the early and/or late acidification of
phagosomes containing DIM- or DAT/PAT-less mutants
and simultaneously rescued their intracellular growth
defect.
How these lipids control the phagosomal pH remains to
be established. Following the contact between Mtb and
phagocytes, the biophysical properties of the host cell
membrane change, probably because of the insertion of
DIM into this structure (Astarie-Dequeker et al., 2009). We
are currently investigating whether this mechanism is
responsible for H+-ATPase exclusion and whether other
polyketide-derived lipids, such as SL and DAT/PAT, act in
the same way. Interestingly, our collection of multiple dele-
tion mutants and our results provide the microbiological
tools and conceptual framework for deciphering, in
greater detail, the biological activities of the polyketide-
derived lipids in the Mtb cell envelope.
Experimental procedures
Antibodies, fluorescent probes and reagents
The mouse antibody (MAb) anti-PIM6 and anti-capsule monoclo-
nal antibodies were generous gifts from B. Appelmelk (Amster-
dam, The Netherlands). MAb against ESAT-6 was from R. Brosch
(Institut Pasteur, Paris, France). Rabbit polyclonal anti-serum
against the human H+-ATPase proton pump and mouse mono-
clonal anti-body against human CD63 were purchased from Syn-
aptic Systems (Göttingen, Germany) and Caltag Laboratories
(Burlingame, USA) respectively. Anti-mycobacteria rabbit serum
(1:50) was obtained as previously described (N’Diaye et al.,
1998). Secondary antibodies and Lyso-Tracker Red DND-99
were purchased from Molecular Probes (Eugene, USA). Goat
anti-MAb labelled with gold beads was purchased from Aurion
(Wageningen, The Netherlands).
Except when specified in the text, other chemicals were
obtained from Sigma Chemical (USA).
Bacterial strains and growth conditions
Mtb H37Rv ATCC (ATCC), Mtb H37Rv Pasteur (the sequenced
strain from Institut Pasteur) and lipid-deficient mutants (Table S1
and Fig. 1A) were cultured at 37°C in liquid Middlebrook 7H9
medium (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemented with
ADC (Becton Dickinson, Sparks, USA) or on Middlebrook 7H11
agar containing OADC (ADC and 0.005% oleic acid) (Becton
Dickinson). Kanamycin, hygromycin and Tween-80 were added
as required at concentrations of 40 μg ml−1, 50 μg ml−1 and
0.05% (v/v) respectively.
Construction of M. tuberculosis mutant strains
The Mtb mutants were constructed either using the
thermosensitive counterselectable (ts/sacB) plasmid pPR27
(Pelicic et al., 1997) or the thermosensitive bacteriophage
phAE87 as described by Bardarov et al. (2002). The main fea-
tures of the strains and plasmids used are summarized in
Table S1. Briefly, an approximately 2 kb DNA fragment containing
part of the targeted gene was amplified by PCR from genomic
DNA using specific oligonucleotides (Table S2) and inserted into
a cloning vector. An internal fragment was excised using restric-
tion enzymes and substituted by the res-Ωkm-res cassette
(Malaga et al., 2003), generating an allelic exchange substrate
(AES) composed of the Km cassette flanked by two arms of
approximately 1 kb specific of the targeted gene. This AES was
inserted either into the ts/sacB plasmid pPR27 or into the bacte-
riophage phAE87. The resulting plasmid or bacteriophage was
transferred into the recipient M. tuberculosis strain, and allelic
exchange mutants were selected on 7H11 agar plates as
described previously (Pelicic et al., 1997; Bardarov et al., 2002).
Clones were analysed with primers res1 and res2, specific for
the Km cassette, and primers located within the small internal
DNA fragment substituted by the Km cassette in the AES and
oligonucleotides hybridizing to regions located outside the AES.
An example of the mutation strategy and genetic characterization
of the mutants is provided in Fig. S1. One clone giving the pattern
corresponding to allelic exchange was isolated and retained for
further analysis.
The res-Ωkm-res cassette was recovered by transferring
pWM19, containing the resolvase gene of transposon γδ, into the
Km-resistant mutant and by screening for Kms clones among
transformants (as described in Malaga et al., 2003). Kms clones
were tested by PCR, as illustrated in Fig. S1, and for each con-
struct, one clone displaying a PCR profile consistent with excision
of the res-Ωkm-res cassette was isolated and retained for further
analysis.
Complementation of M. tuberculosis pks3/4 mutants
The pks3/4 gene is organized as an operon with the downstream
genes papA3 and mmpL10. Therefore, we cloned these three
genes to complement the pks3/4 gene disruption. A 11 kb DNA
region covering these three genes was assembled from four
smaller DNA fragments obtained by PCR amplification (using
primers 3A-3B, 3C-3D, 3E-10B and 10A-10C) with H37Rv ATCC
genomic DNA as the template. This piece of DNA was inserted
into a derivative of pMV361, from which the original phsp60
promoter had been deleted (Stover et al., 1991), and a
hygromycin resistance gene was inserted. The resulting plasmid
was named pWM228H.
Lipid extraction and analysis
Each Mtb strain was grown to exponential growth phase in 10 ml
7H9 liquid medium supplemented with ADC and 0.05% Tween,
and labelled by incubation with 0.4 μCi ml−1 [1-14C] propionate
(specific activity of 54 Ci mol−1) or 0.4 μCi ml−1 [1-14C] acetate
(specific activity of 56 Ci mol−1) for 24 h. Lipids were extracted as
described elsewhere (Constant et al., 2002). The lipid profiles
were compared by spotting equivalent amounts of crude extracts
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(resuspended in CHCl3 at a final concentration of 20 mg ml−1) on
TLC plates, which were then run in various solvent systems
[petroleum ether/diethyl ether 9:1 (v/v) for DIM; CHCl3/CH3OH/
H2O 60:16:2 (v/v/v) for DAT and SL; CHCl3/CH3OH 99:1 (v/v) for
PAT]. Labelled lipids were visualized and analysed with a
Typhoon PhosphorImager (Amersham Biosciences). Counts per
minute corresponding to each lipid spot were quantified and
divided by the total amount of radioactivity in the corresponding
lane to give the relative amount of the analysed lipid.
Microarray hybridization and data analysis
Mycobacteria were grown to mid-log phase in liquid Middlebrook
7H9-ADC medium containing 0.02% Tween-80. Samples were
centrifuged for 5 min at 2500 g, and the bacteria resuspended
in lysis buffer (RNeasy mini kit, Qiagen) containing 10%
β-mercaptoethanol, and lysed using a bead beater. Total RNA
was extracted using the RNeasy mini kit, and DNA contaminants
were removed using DNase 1 (Ambion, Austin, TX, USA). The
amount and purity of RNA was measured using a NanoDrop
ND-1000 (Thermo Scientific); RNA integrity was assessed using
a 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, Les Ulis, France) and
the RNA Nano 6000 kit (Agilent Technologies). Only samples
showing RIN-values ≥ 9 were used.
Double-stranded cDNA was synthesized from 2 μg of total
RNA using random primers and the cDNA SuperScript One-Cycle
cDNA synthesis kit (Invitrogen), according to the manufacturer’s
protocol. cDNA was labelled with Cy3 using Cy3-dCTP and the
One-Color DNA labelling kit (Roche NimbleGen, Madison, WI,
USA).
Gene expression was analysed using a 12 × 135K custom-
designed microarray (Roche NimbleGen) covering 3951 open
reading frames of Mtb H37Rv with six 60-mer oligonucleotide
probes per gene. Each hybridization mixture contained 2 μg Cy3-
cDNA and the hybridization cocktail of the Hybridization kit
(Roche NimbleGen). Samples were incubated for 5 min at 65°C
and 5 min at 42°C prior to loading. Hybridization was performed
for 17 h at 42°C using the Roche NimbleGen Hybridization
System 4. Microarrays were washed according to the Roche
NimbleGen Arrays User’s Guide and scanned using an MS200
microarray scanner (Roche NimbleGen). The resulting xys files,
which were extracted using Deva Software (Roche NimbleGen),
were imported into R (Bioconductor). The microarray datasets
were corrected for background and normalized by summarizing
the intensity values of the probes in a probe set using the robust
multi-array average (RMA) algorithm. Genes were considered to
be significantly differentially expressed if they displayed at least a
1.5 Log2-fold difference in expression ratio between conditions
and an adjusted P-value of ≤ 0.05.
Immunogold-electron microscopy
Bacteria were grown and fixed in paraformaldehyde (PFA) and
glutaraldehyde (Delta Microscopies, Ayguevives, France) as
described previously (Sani et al., 2010), and incubated for 15 min
with nickel coated formvar/carbon grids (Delta Microscopies).
Grids were then floated on drops of PBS to wash off the overflow,
and aldehyde groups were neutralized by incubating twice for
15 min with NH4Cl. Grids were then blocked for 15 min with PBS
containing 1% bovine serum albumin (BSA) (Euromedex,
Souffelweyersheim, France), and incubated first with the primary
MAb directed against PIM6 (1:150), capsular α-glucan (1:5) or
ESAT6 (1:500) and next with the secondary goat anti-MAb
labelled with gold beads (1/50). Grids were examined with a
JEOL 1200 EX transmission electron microscope (JEOL,
Peabody, MA, USA) at 80 kV and the number of gold beads per
bacterial surface was determined. Images were acquired using
a digital camera (AMT, Woburn, MA, USA) at 40–300 000×
magnification.
Bacterial sensitivity to oxygen radicals and ceftriaxone
Bacterial sensitivity was assessed using the dimethylthiazolyl
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay as described previ-
ously (Mosmann, 1983). A suspension of exponentially growing
bacteria was adjusted to a final optical density at 600 nm (OD600)
of 0.05 and aliquot was added to wells in microtitre plates and
incubated for 6 days at 37°C each of a series of concentrations
of hydrogen peroxide (up to 24 mM) or ceftriaxone (up to
32 μg ml−1). Triplicate wells were used for each experimental
condition. MTT (Sigma, St Louis, MO) was then added to each
well and incubation continued at 37°C for 24 h. A lysis buffer
containing 20% sodium dodecyl sulfate in 50% N,N-
dimethylformamide (pH 4.7) was then added, and the plates were
incubated overnight. Cell viability was determined by measuring
absorbance at a wavelength of 600 nm using a microplate reader
(Asys Expert Plus, Biochrom, Cambridge, UK). Results are
reported as percentages of viable cells for treated and untreated
bacteria.
Bacterial growth assays under various conditions of pH
or various propionate concentrations
For each assay, bacteria were grown in 7H9 liquid medium sup-
plemented with ADC to an OD600 of 0.5. To test the effect of pH,
the cultures were diluted 1 in 10 in 5 ml 7H9 medium containing
ADC, previously adjusted to a pH in the range 6.5 to 4.5 with 37%
hydrochloric acid, and incubated at 37°C for up to 4 days. To test
for propionate toxicity, cultures were diluted (1 in 100) in 5 ml 7H9
medium supplemented with 0.5% albumin, 0.085% NaCl, 0.05%
Tween 80, and 10 mM or 20 mM sodium propionate as the
carbon source, and incubated at 37°C for up to 15 days. Bacterial
growth was monitored by measuring the McFarland turbidity.
Duplicate flasks were used for each experimental condition.
Mouse infection
Animal studies were conducted following the CNRS guidelines for
housing and care of laboratory animals. All protocols were
reviewed and approved by the relevant ethics committee (Comité
d’Ethique Midi-Pyrénées; reference MP/10/12/02/11). Female
BALB/c mice, 7 to 8 weeks old, were purchased from Centre
d’Elevage Janvier (Le Genest St Isle, France) and housed in the
IPBS ASB3 animal facilities. Each mouse was infected with
approximately 2 × 102 bacteria in PBS via the intranasal route. At
the indicated times post infection, bacterial load was evaluated in
spleen and lungs as follows.Aseptically removed lungs and spleen
were homogenized in 5 ml of PBS containing 0.05% Tween 80
using a gentleMACS dissociator (Miltenyi Biotec, Mercoeur,
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France) and serial dilutions of the organ homogenates were plated
onto solid 7H11 medium. The numbers of cfu were enumerated 21
days later.
Human cell cultures and infection
Human blood samples, procured by the Etablissement
Français du Sang of Toulouse (France), were collected from fully
anonymous non-tuberculous control donors. Peripheral
blood monocytes were isolated as previously described
(Astarie-Dequeker et al., 1999), and cultured for 7 days on sterile
glass coverslips in 24-well tissue culture plates (5 × 105 cells per
well) containing RPMI 1640 (Gibco, Cergy Pontoise, France)
supplemented with 2 mM glutamine (Gibco) and 7% heat-
inactivated human AB serum. The culture medium was renewed
on the third day. Human macrophages derived from monocytes
(hMDMs) were washed twice with fresh RPMI medium before use.
The infection assay was performed as previously described
(Astarie-Dequeker et al., 2009). Exponentially growing GFP-
expressing mycobacteria were dispersed using glass beads.
Macrophages were then infected with bacteria at the appropriate
moi in RPMI 1640 and infection was allowed to proceed for 1 h at
37°C under an atmosphere containing 5% CO2. Extracellular
bacteria were then removed by three successive washes with
fresh medium.
Phagocytosis and bacterial load assays
Phagocytosis was assessed as previously described (Astarie-
Dequeker et al., 2009). After being infected, hMDMs were fixed
with 3.7% PFA and extracellular mycobacteria were labelled
with rabbit anti-mycobacteria Ab (1:50), which was detected by
a Rhodamine Red-conjugated goat anti-rabbit secondary Ab
(1/100). Preparations were visualized under a Leica DM-RB
epifluorescence microscope and the number of intracellular
bacteria per macrophage and the percentage of cells having
ingested at least one bacterium were determined. For each set
of conditions, duplicate experiments were performed, and at
least 100 cells were counted per slide.
Colocalization experiments with LysoTracker,
H+-ATPase and CD63
Colocalization of markers with bacteria-containing phagosomes
was evaluated as previously described (Astarie-Dequeker et al.,
2009). At the end of the infection time, hMDMs were thoroughly
washed and incubated with fresh RPMI 1640 supplemented with
7% heat-inactivated human serum at 37°C under an atmosphere
containing 5% CO2.After various times, hMDMs were washed and
incubated with the acidotropic dye LysoTracker Red (1:2000) in
RPMI 1640 for 1 h, fixed with 3.7% PFA for 1 h, washed and
mounted on slides with DAKO mounting medium. For H+-ATPase
or CD63 analysis, fixed hMDMs were permeabilized by incubation
with 0.3% Triton X-100 for 10 min at room temperature (RT),
blocked by incubation with 0.3% BSA and incubated with rabbit
polyclonal antiserum against H+-ATPase (1/100) or mouse anti-
CD63 Ab (1:100) for 1 h at RT, and then with Rhodamine-Red-
conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse Ab (1/1000), washed
and mounted on slides. Coverslips were viewed with a Leica
DM-RB fluorescence microscope or a Leica TCS-SP2 confocal
scanning microscope. All images were processed with Adobe
Photoshop software. Colocalization was determined as the frac-
tion of phagosomes with GFP fluorescence that was associated
with markers. For each marker, 100 phagosomes from at least 10
different fields, in duplicate, in at least three independent experi-
ments were counted for each time.
Statistics
Results are expressed as means ± standard error of the mean
(SEM) of the indicated number of experiments (n) performed at
least in triplicate. The data were analysed by Student’s t-test
using the GRAPHPAD PRISM 5·00 for Windows (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA, USA). P < 0·05 was used as the limit of
statistical significance.
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Fig. S1. Strategy for construction and analysis of marked and
unmarked pks3/4 mutants.
A. Schematic representation of the genetic structures obtained
during the various step of the construction procedure. The black
box indicates the region amplified with primers A and B and used
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the allelic exchange substrate. The dark grey box represents the
res-Ωkm-res cassette. Locations and generic names of primers
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used for cloning of the pks3/4 internal fragment (primers A and B)
and for the PCR analyses of the marked and unmarked mutants
are indicated by the arrow heads. The expected PCR products for
the parental strain and pks3/4 mutants with various primer
couples are indicated below each genetic structures.
B. Result of the PCR analysis of parental strain (WT), marked
pks3/4 mutant (PMM150) and unmarked pks3/4 mutant
(PMM169).
Fig. S2. Analysis of total lipid content of mutants. TLC analysis
of the total lipid content of H37Rv ATCC, H37Rv Pasteur (DAT/
PAT-) and PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-). Bacteria were incu-
bated with [1-14C] acetate or [1-14C] propionate for 24 h to label
either the total lipids or preferentially those containing methyl-
branched fatty acids, notably DIM, SL and DAT/PAT. Spots cor-
responding to the main lipids from the outer layers of the
mycobacterial cell envelope were quantified relative to total lipid
and compared (inserted table gives the mean ± SD of two inde-
pendent experiments).
Fig. S3. Polyketide-derived lipids contribute to cell death induc-
tion by Mtb. hMDMs were infected for 1 h with GFP-expressing
DIM-less mutants deficient in one or more lipids at an moi of 2:1.
At 144 h post infection, cells were stained with 7-AAD and per-
centage of permeabilized (7-AAD+) cells was analysed by flow
cytometry.
A. Dot-plot diagrams of a representative experiment show the
percentage of 7-AAD+ total (upper panels) or GFP-positive cells
(lower panels).
B and C. Graphs represent the mean ± SEM of the percentage of
7-AAD+ cells analysed in both total (B) and infected (GFP-
positive) cells (C), evaluated in four independent experiments.
The significance of differences between strains was evaluated.
*P < 0.05.
Fig. S4. DIM-deficiency induces acidification of Mtb containing
phagosomes. hMDMs were infected for 1 h with GFP-expressing
H37Rv ATCC or Pasteur and DIM-less mutants, PMM135 and
PMM56. At various times after infection, cells were incubated with
LysoTracker for 1 h, fixed and processed for microscopy. The
values reported are means ± SEM of six experiments. The
significance of differences between strains was evaluated.
*P < 0.05; ***P < 0.005.
Table S1. Names and main features of strains and plasmids
used in this study.
Table S2. Oligonucleotides used in this study for the construc-
tion of recombinant strains.
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4.  Discussion 
Les travaux réalisés ont permis de démontrer que les lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis 
sont des facteurs de virulence, et que la contribution des lipides à la pathogénie de la tuberculose 
est variable d’une molécule à l’autre. Certains, comme les DIMs, exercent un rôle dominant qui 
masque celui plus discret d’autres lipides, tels que les DATs/PATs et dans une moindre mesure, 
les SLs. Ces résultats soulignent une hiérarchisation fonctionnelle remarquable entre ces 
molécules, car elle pourrait conférer au bacille une robustesse dans le cadre d’une adaptabilité à 
l’environnement. Observée in vivo, cette hiérarchisation fonctionnelle est retrouvée ex vivo dans 
les étapes précoces de l’interaction entre le bacille et sa cellule hôte, le macrophage humain. La 
survie du bacille au sein des macrophages implique une modulation des activités bactéricides de 
celui-ci par les lipides d’intérêt, faisant de ces facteurs de virulence de potentielles cibles 
thérapeutiques. 
Jusqu’à présent, les études du rôle des lipides spécifiques de l’enveloppe des mycobactéries dans 
la pathogénie de la tuberculose ont montré des résultats contradictoires entre les résultats in vitro 
et in vivo. En effet, l’analyse de ces molécules leur attribuait une activité modulatrice de la réponse 
immunitaire de l'hôte, que ce soit les DATs/PATs dans le contrôle de la réponse immunitaire via la 
modulation de la sécrétion de cytokines (Lee et al., 2007; Saavedra et al., 2006) et la prolifération 
de lymhpocytes T (Saavedra et al., 2001; Saavedra et al., 2006), ou les SLs dans la modulation de 
la réponse du macrophage notamment via la modulation de la fusion phagolysosomale (Goren et 
al., 1976; Pabst et al., 1988). 
L’identification et la caractérisation des voies de biosynthèse des lipides a permis de développer 
de nouveaux outils d’investigation. En effet, la mutation de gènes impliqués dans ces voies de 
biosynthèse a permis d’étudier le rôle de ces lipides dans la virulence, et ce au sein d’un système 
complexe qu’est la bactérie. L’utilisation de souches mutées n’a pourtant pas permis de confirmer 
leur rôle dans la virulence de M. tuberculosis. Que ce soit concernant les DATs/PATs (Rousseau 
et al., 2003a) ou les SLs (Rousseau et al., 2003b), l’inhibition de leur synthèse n’a eu aucune 
répercussion sur le devenir du bacille in vivo. De la même manière, l’inhibition cumulée de la 
synthèse de ces lipides n’a pas eu d’effet sur la réplication ou la dissémination du bacille dans le 
modèle animal (Chesne-Seck et al., 2008). 
L’approche utilisée durant ma thèse de mutations simples ou cumulées sur les gènes impliqués 
dans les voies de biosynthèse des lipides de l’enveloppe a permis de mettre en évidence un rôle 
des DATs/PATs, et dans une moindre mesure des SLs, dans la virulence. De plus, l’étude du rôle 
de ces lipides dans la structuration de l’enveloppe et sa fonctionnalité suggère que les DATS/PATs 
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et les SLs n’engendrent pas de modifications majeures dans l’organisation de la membrane ni 
dans la perméabilité aux agents microbicides. Nous sommes donc en mesure d’attribuer le 
phénotype obtenu in vivo uniquement à la fonction de ces lipides dans la virulence et non dans le 
maintien des propriétés protectrices de l’enveloppe face à l’environnement bactéricide développé 
par l’hôte. Nos résultats sont en faveur d’un rôle des SLs car leur absence dans les souches 
mutées tend à atténuer la survie de M. tuberculosis à la fois in vivo et ex vivo. Des expériences 
complémentaires sont nécessaires pour le démontrer définitivement. Pour cela nous souhaitons 
réintroduire le gène fonctionnel pks2, impliqué dans la biosynthèse des SLs, dans la souche 
PMM127 délipidée. De plus, nos résultats laissent sous-entendre une hiérarchisation du rôle des 
lipides d’enveloppe dans la virulence de M. tuberculosis.  
L’ensemble des résultats laissent sous-entendre une hiérarchisation fonctionnelle des lipides dans 
leur rôle en tant que facteur de virulence. Toutefois, le rôle des SLs n’a pas pu être validé 
statistiquement, mais les résultats suggèrent une tendance constante du rôle de ces lipides dans 
la virulence du bacille.. 
La hiérarchisation fonctionnelle des lipides définie dans ce travail met en exergue un effet majeur 
des DIMs, masquant le rôle des DATs/PATs. Cette hiérarchisation peut être due à un 
chevauchement fonctionnel, une redondance ou encore un effet tampon, processus biologiques 
impliqués dans le maintien des fonctions biologiques au-delà des variations mutationnelles et 
environnementales, conférant une robustesse au système. Ces processus biologiques développés 
chez la plupart des organismes sont particulièrement important au cours de l’interaction entre 
l’hôte et son pathogène (O'Connor et al., 2012). En effet, d’un point de vue du pathogène, ils 
permettent entre autres d’assurer sa survie au sein de l’hôte. Ainsi, Legionella pneumophila 
synthétise des protéines injectées dans le cytoplasme des cellules hôte afin de promouvoir la 
croissance intracellulaire des bactéries. Ces protéines possèdent des fonctions redondantes avec 
d’autres protéines paralogues sécrétées (Luo and Isberg, 2004). Cette bactérie est de plus 
capable de supporter plus de 30% d’inhibition de synthèse de ces facteurs de virulence sans pour 
autant que sa capacité d’invasion et de réplication au sein de macrophages ne soit atteinte 
(O'Connor et al., 2011). Aussi, le pathogène végétal Pseudomonas syringae synthétise plus d’une 
vingtaine d’effecteurs protéiques collectivement impliqués dans la virulence du pathogène mais 
individuellement incapables de promouvoir la croissance bactérienne et de déjouer les 
mécanismes de défense de l’hôte (Kvitko et al., 2009).  
Chez M. tuberculosis, différentes fonctions protéiques ont précédemment été décrites comme 
redondantes. Ainsi, la délétion du gène pimB codant une mannosyltransferase impliquée dans la 
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synthèse des PIM2, lipides à l’origine de la formation du LM et du Man-LAM et impliqués dans la 
virulence de M. tuberculosis (Schaeffer et al., 1999) n’affecte pas la synthèse de ces lipides, 
suggérant une redondance fonctionnelle dans leur synthèse (Torrelles et al., 2009). D’autres 
protéines de M. tuberculosis présentent ces propriétés de redondance, comme les protéines liant 
la fibronectine (Fbps pour fibronectin-binding protein). Ces protéines forment le complexe Antigène 
85 impliqué dans la pathogénie de la tuberculose (Abou-Zeid et al., 1991; Abou-Zeid et al., 1988; 
Wiker and Harboe, 1992). Les protéines Fbps sont des enzymes partiellement redondantes 
permettant l’ajout de résidus mycoloyl nécessaires à la formation des trehaloses dimycolates 
(TDMs) de l’enveloppe mycobactérienne (Belisle et al., 1997; Puech et al., 2002). Ces protéines 
s’organisent suivant une hiérarchisation de leur fonction, dominée par la protéine FbpC qui à elle 
seule inhibe 60% de la mycoloylation des tréhaloses monomycolates (TMMs) nécessaire à la 
formation des TDMs (Puech et al., 2002). 
La structure voisine des DIMs, DATs/PATs et SLs est compatible avec la notion de redondance, 
mais dans ce cas elle ne serait que partielle. Elle est aussi compatible avec la notion de 
chevauchement fonctionnel. Se pose alors la question des mécanismes moléculaires de ces 
lipides. De précédents travaux au sein de l’équipe ont permis de mettre en évidence un rôle des 
DIMs dans le devenir des mycobactéries au sein de macrophages humains (Astarie-Dequeker et 
al., 2009). L’absence de synthèse de ces lipides mène les mycobactéries vers un compartiment 
phagosomal au pH acide. Il a été proposé que les DIMs modulent l’acidification intraphagosomale 
grâce à leur capacité de modification des propriétés biophysiques de la membrane plasmique du 
macrophage. Cette capacité des DIMs a été mise en évidence lors de l’étude de la phagocytose, 
étape au cours de laquelle ces lipides s’insèreraient dans la membrane plasmique des 
macrophages afin de moduler l’entrée des mycobactéries (Astarie-Dequeker et al., 2009). Cette 
hypothèse a déjà été vérifiée sur d’autres lipides de l’enveloppe des mycobactéries. En effet, 
l’insertion du Man-LAM au sein des rafts lipidiques de la membrane plasmique du macrophage 
grâce à son ancre-GPI (glycosylphosphatidylinositol) permet la régulation de la maturation du 
phagosome (Welin et al., 2008). 
Les DATs/PATs, les SLs et les DIMs partagent une partie lipidique ramifiée avec des groupements 
méthyl, et notre approche révèle un rôle potentialisateur des DATs/PATs et des SLs sur celui des 
DIMs dans le contrôle de la maturation du phagosome au sein de macrophages humains infectés. 
S’il est vérifié que l’activité modulatrice des fonctions microbicides du macrophage est causée par 
la partie lipidique de ces molécules, alors le même mécanisme de modulation des propriétés 
biophysiques de la membrane cellulaire pourrait être envisagé. 
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Un rôle du groupement saccharidique formé par un tréhalose substitué et qui est commun aux 
DATs/PATs et aux SLs pourrait aussi être envisagé, favorisant par exemple l’interaction de ces 
lipides avec des récepteurs membranaires comme les récepteurs de types lectine décrits comme 
interagissant avec des unités saccharidiques. L’idée d’une interaction avec des récepteurs de 
phagocytose n’est pas retenue car ces lipides n’influent pas sur l’internalisation du bacille dans le 
macrophage, mais leur rôle peut être envisagé dans l’interaction avec des récepteurs de 
signalisation, comme les TLRs. 
L’ensemble de ces résultats ouvre donc les portes à de nouvelles investigations sur les 
mécanismes moléculaires d’action des lipides spécifiques de l’enveloppe des mycobactéries dans 
la modulation de la réponse immunitaire du macrophage à une infection par Mycobacterium 
tuberculosis. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27: Dissémination de M. tuberculosis à des macrophages adjacents. 
Après 6 jours de culture, les macrophages dérivés de monocytes sont infectés avec les différentes souches de la 
collection et les cellules sont lavées et maintenues en culture. A différents temps après infection, ces cellules sont fixées 
et marquées afin que soit comptabilisé le pourcentage de macrophages infectés. Ces résultats indiquent que le 
pourcentage de macrophages infectés augmente au cours du temps, et que dans des temps relativement longs (6/7 
jours après infection) les souches déficientes en lipides d’intérêt infectent un pourcentage plus faible de macrophages 
que les souches contrôles (19,3% ± 3 Vs 76,3% ±5, n=2 ; et 25,5% ± 5 Vs 50,8 ± 7, n=3, p<0.05, repectivement). Ces 
résultats suggèrent donc un rôle des DIMs et des DATs/PATs dans la survie du bacille et la dissémination. Cependant, 
les SLs ne semblent pas être impliqués dans ce processus de dissémination car la souche PMM56 synthétisant 
uniquement des SLs et la souche PMM127 ont un profil comparable (24,15% ± 1 Vs 19,3% ± 3 ; 35,45% ± 7 Vs 25,5% ± 
5). 
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B. Etude du rôle des lipides de l’enveloppe de M. 
tuberculosis dans la programmation de la mort cellulaire et 
la réponse inflammatoire. 
 
1.  Contexte de l’étude 
La première partie de ma thèse montre que les DATs/PATs et les SLs, comme les DIMs, 
contribuent à la survie de M. tuberculosis au sein du macrophage. Nous avons également constaté 
que le nombre de macrophages infectés par M. tuberculosis augmente au cours du temps de post-
infection et que cette augmentation est fonction de la présence des lipides à la surface du bacille 
(Figure27). Ainsi, 6/7 jours après infection, le pourcentage de macrophages infectés par la souche 
déficiente en DIMs (PMM56) (Figure 27A), ou en DATs/PATs et SLs (PMM127) (Figure 27B) est 
inférieur au pourcentage de cellules respectivement infectées par la souche contrôle, H37Rv 
Pasteur ou la souche de référence déficiente en DIMs (PMM135). 
Puisqu’à l’issue de la période d’infection, les mycobactéries extracellulaires sont éliminées par 
plusieurs lavages successifs, cette augmentation du pourcentage de macrophages infectés dans 
le temps suivant l’infection par M. tuberculosis doit refléter l’infection de nouveaux macrophages 
par des bacilles qui se sont échappés de macrophages précédemment infectés. Ceci nous a 
naturellement conduit à nous intéresser aux différentes cellules impliquées dans le programme de 
mort cellulaire qui représente l’une des stratégies d’échappement de M. tuberculosis (Pour revue, 
Behar et al., 2010). 
La mort cellulaire est un processus physiologique inductible par de nombreux mécanismes, et qui 
regroupent des processus cellulaires tels que la nécrose, l’apoptose et l’autophagie (Galluzzi et al., 
2012) (Figure 15, introduction). Le programme de mort cellulaire est étroitement régulé et est 
fonction des stimuli perçus, du contexte métabolique et de l’environnement cellulaires. Ce 
programme joue également un rôle essentiel dans le contrôle des infections et peut être déjoué 
par les agents pathogènes. Concernant l’infection par M. tuberculosis, les données présentées 
dans la littérature indiquent que les mycobactéries sont capables de moduler le programme de 
mort cellulaire pour faciliter leur survie dans les macrophages. Il a été montré que M. tuberculosis 
inhibe l’apoptose et favorise la nécrose des macrophages, favorisant ainsi sa dissémination aux 
cellules adjacentes (Pour revue, Behar et al., 2010). Mais l’analyse de la littérature souligne aussi 
l’existence de travaux contradictoires montrant que M. tuberculosis induit une réponse
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apoptotique. Différentes explications sont alors envisagées comme notamment les modèles 
cellulaires utilisés, les souches mycobactériennes ou encore les protocoles d’infection. 
L’analyse des données souligne l’existence de résultats conflictuels. Nous avons donc souhaité 
dans un premier temps réexaminer le programme de mort cellulaire des macrophages humains en 
réponse à l’infection par M. tuberculosis. Dans un second temps, nous avons recherché un rôle 
des lipides spécifiques de l’enveloppe de M. tuberculosis dans la modulation de ce programme. 
2.  Objectif & Stratégie 
L’objectif de cette deuxième partie de ma thèse a été de vérifier l’hypothèse selon laquelle 
les lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis sont impliqués dans la programmation de la 
mort des macrophages en favorisant la dissémination du bacille aux macrophages 
avoisinants. 
Pour mener à bien cette étude, nous avons réalisé une analyse comparative de la mort cellulaire 
par apoptose, nécrose, et autophagie, en infectant des macrophages humains avec la souche 
sauvage H37Rv Pasteur et le mutant PMM127 déficient en DIMs, DATs/PATs et SLs. Dans le cas 
où PMM127 engendre une réponse différentes de celle induite par la souche sauvage, la fonction 
affectée est par la suite examinée en réponse aux différentes souches mutées dans les voies de 
biosynthèse d’un seul lipide afin d’identifier la contribution individuelle de chacun des lipides 
concernés. Aux vues des résultats obtenus dans la première partie de mes travaux de thèse et des 
résultats présentés en figure 3, nous avons volontairement choisi de nous focaliser sur les DIMs et 
les DATs/PATs. 
3.  Méthodologie 
Des macrophages dérivés de monocytes humains sont mis en culture 6 jours dans un milieu RPMI 
complémenté à 7% avec du sérum humain, puis infectés avec la ou les souche(s) d’intérêt 
transformée(s) avec la Green Fluorescent Protein (GFP) à différentes Multplicity Of Infection 
(MOI). Les cellules sont ensuite rincées trois fois avec du milieu de culture propre avant d’être 
incubées à 37°C dans du RPMI complémenté. Pour chaque temps analysé, les cellules sont 
traitées différemment en fonction de l’expérience en cours. Pour les expériences de mort cellulaire, 
les plaques d’incubation des macrophages possèdent un revêtement spécifiques afin de les rendre 
moins adhérentes. 
  
 
 
 
Figure 28 : Méthodologie de l’étude du programme de mort cellulaire. 
(A).Analyse en cytométrie de flux de macrophages totaux. Les macrophages infectés avec les mycobactéries GFP sont 
sélectionnés et analysés pour leurs marquages Annexine V et/ou 7AAD. (B) Analyse en microscopie confocale du 
marquage individuel GFP pour les mycobactéries et Rhodamine Red pour le LC3, et visualisation de la colocalisation. 
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Apoptose / Nécrose 
Les surnageants cellulaires sont mis de côté et les cellules sont décollées par un mélange de 
trypsine-EDTA (Gibco) pendant 10 minutes à température ambiante (RT). Les surnageants sont 
ensuite restitués et les échantillons centrifugés 30 secondes à 850g. Les culots cellulaires sont 
resuspendus, selon les recommandations du manufacturier, 15 minutes à RT dans le tampon de 
marquage « Annexin Binding Buffer » en présence de l’Annexine V couplée au fluorochrome APC 
(BD Biosciences), une protéine qui réagit avec les phosphatidylserines de la membrane plasmique 
transloquées sur sa couche externe au cours du phénomène apoptotique, et du 7-AAD (7-
AminoActinomycine D), un composé chimique fluorescent qui va s’intercaler à l’ADN dont 
l’accessibilité est rendue possible à cause de la perméabilité des membranes des cellules 
nécrotiques (BD Biosciences). Après une nouvelle centrifugation 30 secondes à 850g, les cellules 
sont fixées 1 heure à RT dans 4% de paraformaldéhyde (PFA) et analysées en cytométrie de flux 
avec un cytomètre LSR II (BD Bisosciences). Les cellules infectées marquées avec la GFP sont 
sélectionnées et leurs marquages Annexine V et 7AAD sont analysés (Figure 28A).  
Autophagie 
Les cellules sont fixées pendant 1 heure à RT avec 4% de PFA, puis traitées avec 50mM de 
NH4Cl (Sigma Aldrich) pendant 5 minutes afin de bloquer les groupements aldéhydes libres. Elles 
subissent 3 lavages successifs avant d’être perméabilisées avec du triton X100 (Euromedex) et 
incubées 1 heure avec un anticorps dirigé contre la protéine LC3 (anticorps de lapin dirigé contre 
le LC3, 1/200 à RT, Sigma-Aldrich), marqueur membranaire spécifique des autophagosomes. 
Après une seconde série de lavages, l’anticorps primaire est révélé avec un anticorps secondaire 
couplé à la Rhodamine incubé 1 heure (anticorps de chèvre dirigé contre le lapin, 1/1000, 
Molecular Probes) L’analyse du pourcentage de colocalisation GFP/LC3 est ensuite réalisée en 
microscopie confocale (Figure 28B). 
Sécrétion de médiateurs solubles 
Afin d’analyser les médiateurs solubles sécrétés par les macrophages infectés, les surnageants de 
cultures sont récupérés et doublement filtrés afin de prévenir la présence de mycobactéries. La 
quantification est réalisée grâce à l’utilisation de Human Cytokine Antibody Array III (RayBiotech, 
tebu-Bio) (Annexe 4). Les membranes sont incubées avec les surnageants de macrophages 
infectés suivant les instructions du fournisseur. Les résultats d’hybridation sont révélés par 
détection améliorée de la chimioluminescence (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, 
Fairfield, Connecticut, USA) et la quantification est faite grâce au densitomètre GS-800 (BioRad). 
Le bruit de fond est soustrait aux données avant qu’elles ne soient normalisées par rapport au 
  
Figure 29 : Rôle des lipides spécifiques des mycobactéries dans le phénomène apoptose/nécrose. 
Analyse de la modulation de la programmation de l’apoptose (       ) et de la nécrose (       ) des macrophages infectés 
par les différentes souches de la collection. (A.B) Etape de mise au point par l’analyse de macrophage infectés avec la 
souche H37Rv ATCC à différents temps d’infection et de post-infection, et différentes MOI (C) Etude du rôle individuel 
des lipides spécifiques de l’enveloppe des mycobactéries sur l’induction de la mort cellulaire par une analyse 
comparative des souches H37Rv ATCC (bleu foncé), PMM135 (rouge) et PMM174 (rose). (D) Etude du rôle des DIMs 
dans l’induction de la mort cellulaire, par analyse de la souche sauvage H37rv Pasteur, de la souche mutée PMM56 et 
de la souche complémentée PMM 100C. (E) Etude du rôle des DATs/PATs dans l’induction de la mort cellulaire en 
absence de DIMs, par analyse de la souche PMM135, de la souche mutée PMM174 ainsi que de la souche 
complémentée PMM 174 228H. 
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témoin positif de chacune des membranes. Les résultats sont exprimés en ratio de sécrétion. A 
partir de ces mêmes surnageants, un dosage direct est aussi réalisé à l’aide d’un kit ELISA (R&D 
Systems). Dans ce cas, le protocole utilisé est aussi celui recommandé par le fournisseur. Les 
résultats sont obtenus par lecture de la densité optique à 570nm après révélation de l’interaction 
par l’action du substrat de la HRP (HorseRadish Peroxidase) couplé aux anticorps.  
Les résultats exprimés sont les moyennes de 2 à 6 expériences indépendantes. Les analyses 
statistiques sont réalisées avec un test-t de Student. 
4.  Résultats 
 Impact des lipides sur la réponse Apoptose/Nécrose 
Etape de mise au point 
Aux vues des données de la littérature, différentes conditions expérimentales sont utilisées et les 
données varient en fonction de la MOI, du temps d’incubation et du modèle cellulaire (Chen et al., 
2006; Lee et al., 2006). Nous avons donc décidé de tester différents temps d’infection et de post-
infection ainsi que différentes MOI sur notre modèle cellulaire : le macrophage humain (Figure 
29A). Les expériences de mise au point avec la souche H37Rv ATCC révèlent une augmentation 
de la mort cellulaire dans le temps. La quantification de l’induction de l’apoptose est réalisable 
jusqu’à 4 jours post-infection. Passé ce temps, la proportion de cellules apoptotiques diminue alors 
que la proportion de cellules nécrotiques augmente (Figure 29A). Ces résultats laissent penser à 
l’induction d’une nécrose secondaire (Lee et al., 2006) liée à un phénomène apoptotique, plutôt 
qu’à une nécrose primaire directement induite par le bacille car la cinétique de la nécrose est 
inversement proportionnelle à l’apoptose. La modulation de la MOI (2 :1 ou 10 :1) ou du temps 
d’infection (1h ou 2h d’infection) n’influent pas de façon significative sur la mort des cellules 
infectées par H37Rv ATCC (Figure 29B). Sur la base de ces résultats, nous avons fixés les 
conditions expérimentales à 1 heure d’infection à une MOI de 10 :1 et les analyses sont effectuées 
3 jours après infection afin de travailler avec un pourcentage de cellules apoptotiques qui soit 
suffisamment important pour que toute modification de sa valeur soit quantifiable. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30 : Etude du lien entre les capacités de survie et de modulation de l’apoptose des 
mycobactéries. 
Les macrophages sont traités ou non avec la bafilomycine A1, molécule impliquée dans le blocage de la maturation du 
phagosome, puis infectés avec la souche sauvage H37Rv Pasteur ou la souche PMM56. Les résultats montrent que la 
présence de bafilomycine A1 n’influe pas sur l’induction du programme de mort cellulaire de la cellule par M. 
tuberculosis. MOI10, 1heure d’infection. Analyse des résultats 3 jours après infection. 
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Résultats 
Une première série d’expérience montre que l’infection par le mutant délipidé PMM127 induit 
moins de mortalité cellulaire que la souche sauvage H37Rv Pasteur (9,1% ± 1 Vs 17,1% ± 1,2, 
n=3, p<0,01), soutenant ainsi notre hypothèse selon laquelle les lipides spécifiques de l’enveloppe 
étudiés sont impliqués dans la modulation de l’induction de la mort cellulaire. 
Sur la base de ces résultats, nous nous sommes intéressés à la contribution individuelle de 
chacun de ces lipides en nous focalisant essentiellement sur les DIMs et les DAT/PATs. L’infection 
par la souche H37Rv ATCC déclenche une mortalité cellulaire nettement plus marquée que la 
souche PMM135 (DIM-), elle-même légèrement plus importante que celle observée avec PMM174 
(DIM-, DAT/PAT-) (Figure 29C). 
Afin de confirmer ces résultats, des expériences de complémentations ont été réalisées. De la 
même manière que dans le fond génétique de la souche H37Rv ATCC, une déficience en DIMs 
dans le fond génétique H37Rv Pasteur diminue fortement la capacité du mutant PMM56 (DIM-, 
DAT/PAT-) à induire une mort cellulaire par rapport à sa souche de référence H37Rv Pasteur 
(Figure 29D). La complémentation de la souche PMM56 avec le gène ppsE permet, du moins en 
partie, de restaurer une réponse comparable à celle induite pas la souche de référence H37Rv 
Pasteur (Figure 29D). En ce qui concerne le rôle des DATs/PATs dans l’induction de la mort 
cellulaire, la complémentation de la souche mutée PMM174 avec le gène pks3/4 (PMM174 228H) 
permet de restaurer la synthèse des DATs/PATs ainsi que le phénotype obtenu avec la souche de 
référence PMM135 (Figure 29E). 
L’ensemble de ces résultats nous permet de proposer une contribution des DIMs et des 
DATs/PATs dans l’induction de la mort cellulaire de macrophages infectés avec M. tuberculosis. 
Ces analyses nous permettent aussi de suggérer que cette modulation découle de l’induction 
d’une réponse pro-apoptotique. Il ne nous est pas possible à ce stade de définir la contribution de 
ces lipides dans le contrôle de la nécrose. Pour ce faire, il faudrait mettre au point l’inhibition de la 
voie apoptotique afin d’étudier spécifiquement l’induction de la nécrose primaire tout en 
s’affranchissant du phénomène de nécrose secondaire. Dans un second temps, l’analyse de la 
nécrose primaire programmée pourra se faire via l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de cette 
voie : la nécrostatine. Il reste également à étudier la contribution des SLs dans l’induction de la 
mort cellulaire, mais les expériences préliminaires réalisées ne semblent pas mettre en évidence 
un rôle de ces lipides dans l’induction d’un processus apoptotique. En effet, l’étude comparative 
des souches PMM56 (DIM-, DAT/PAT-) et PMM127 (DIM-, DAT/PAT-, SL-) montrent une induction 
similaire de l’apoptose. 
  
 
 
Figure 31 : Mise au point de l’analyse du mécanisme autophagique.  
(A) Macrophages humains mis en culture en présence ou non de Bafilomycine A1, marqués uniquement avec un 
anticorps secondaire ou bien avec un anticorps reconnaissant le LC3 et révélé avec un anticorps couplé à la 
Rhodamine. Visualisation en microscopie confocale. (B) Mise au point de l’étude du processus autophagique en 
analysant une cinétique d’induction après infection des macrophages par la souche sauvage H37Rv Pasteur à MOI 10 
ou MOI 2. Analyse du pourcentage de mycobactéries qui co-localise avec le marqueur LC3, spécifique des 
autophagosomes. 
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Forts de ces observations, nous avons cherché à savoir si le rôle pro-apoptotique des lipides était 
une conséquence de leur capacité à contribuer à la survie de M. tuberculosis. Afin de répondre à 
cette question, nous avons utilisés les propriétés de la bafilomycine A1, molécule qui inhibe 
l’activité de la H+ATPase du phagosome et permet ainsi la survie du bacille par son maintien dans 
un environnement favorable. Nos résultats antérieurs montrent que le prétraitement des 
macrophages avec la bafilomycine A1 restaure la croissance des souches déficientes en DIMs 
(PMM56) à un niveau comparable à celui de leurs souches de référence H37Rv Pasteur. En 
revanche, ce prétraitement n’affecte pas la mort cellulaire induite par PMM56 qui reste toujours 
plus faible que celle induite par H37Rv Pasteur (Figure 30). 
L’induction de l’apoptose ne serait donc pas une conséquence de la capacité de M. tuberculosis à 
survivre au sein des macrophages mais bien un évènement cellulaire maitrisé par le bacille et 
notamment via la production des lipides de l’enveloppe. Ces résultats nous ont conduits à 
poursuivre l’étude du rôle de ces lipides sur le programme de mort cellulaire en examinant leur 
impact sur la voie autophagique. 
 Impact des lipides sur la réponse autophagique 
Etape de mis au point 
En collaboration avec I. Vergne (Equipe de M. Daffé), nous avons mis au point l’analyse par 
immunofluorescence de l’autophagie dans les macrophages humains infectés par M. tuberculosis. 
Nous avons choisi d’étudier la translocation au phagosome bactérien de la protéine Atg8 ou LC3, 
protéine recrutée au niveau du phagophore afin de contribuer à la formation de l’autophagosome 
(Tanida et al., 2008). Le protocole expérimental de marquage que nous avons utilisé est adapté de 
celui mis au point par I. Vergne dans les macrophages de souris (Vergne et al., 2009). 
L’étape de mise au point montre que le LC3 fluorescent est distribué de façon homogène dans le 
cytosol des macrophages humains en accord avec une expression majoritaire de la forme libre de 
la protéine (LC3 de type I) (Figure 31A). Le traitement des macrophages par un inducteur de 
l’autophagie la bafilomycine A1, induit une relocalisation du signal de fluorescence dans des 
structures agrégées, compatible avec une conversion du LC3 de type I en LC3 de type II actif, et le 
recrutement de cette protéine à la membrane du phagophore. 
Dans des macrophages infectés, le LC3 colocalise comme attendu avec H37Rv Pasteur (Figure 
31B). La quantification de cette colocalisation, exprimée en pourcentage de bactéries localisées 
dans un autophagosome LC3 positif, révèle que l’infection par M. tuberculosis s’accompagne 
d’une réponse autophagique d’environ 30% à 2heures post-infection et qui diminue dans le temps. 
  
 
 
 
 
Figure 32 : Rôle des lipides dans la modulation du processus autophagique. 
(A) Etude comparative du pourcentage de mycobactéries localisées dans un autophagosome entre la souche sauvage 
H37Rv Pasteur et la souche mutée PMM127. Les résultats montrent une différence significative d’induction de 
l’autophaige par ces souches (30% ±5 Vs 19% ± 4, n=4, p<0.01) (B,C) Analyse du rôle des DIMs dans l’induction de 
l’autophagie en comparant le pourcentage de mycobactéries localisées dans un autophagosome en présence ou en 
absence de DIMs, et ce dans deux fonds génétiques différents. 
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Nous avons fait le choix de travailler avec une MOI de 10 :1 à 2 heures et 3 jours après infection 
afin d’étudier l’induction de l’autophagie dans des conditions expérimentales comparables à celles 
utilisées pour nos expériences de maturation du phagosome et d’induction de la mort cellulaire 
apoptotique. 
Résultats 
Dans ces conditions, l’étude comparative de la souche H37Rv Pasteur et de la souche mutée 
PMM127 montre que dès les deux premières heures post-infection, le pourcentage de mutant qui 
s’accumule dans un compartiment enrichi en LC3 est supérieur à celui de la souche sauvage (30% 
±5 Vs 19% ± 4, n=4, p<0.01). A 3 jours post-infection, la tendance est similaire mais les résultats 
ne sont pas significativement différents (35% ±4 pour PMM127 Vs 27% ±7 pour H37Rv Pasteur). 
Ces résultats préliminaires indiquent que l’absence des DIMs, DATs/PATs et SLs favorise 
l’accumulation des mycobactéries dans un autophagosome à des temps précoces d’infection 
(Figure 32A).  
Nous avons cherché alors à analyser plus finement la contribution individuelle de chacun de ces 
lipides en comparant en premier lieu les deux souches sauvages (H37Rv ATCC et H37Rv 
Pasteur) à leurs souches correspondantes mutées dans la voie de biosynthèse des DIMs (PMM 
135 et PMM 56, respectivement). Si l’absence des DIMs dans un fond génétique H37Rv Pasteur 
tend à favoriser l’accumulation de la souche mutée PMM56 dans un phagosome enrichi en LC3 2 
heures après infection, ce n’est pas le cas dans un fond génétique H37Rv ATCC. Cette tendance 
n’est pas non plus retrouvée 3 jours après infection (Figure 32B,C).  
L’ensemble de ces résultats suggère que M. tuberculosis déclenche une réponse autophagique de 
faible amplitude (<30%) qui diminue dans le temps. Ceci est en accord avec la récente proposition 
de Zullo et collaborateurs selon laquelle M. tuberculosis aurait la propriété d’inhiber la réponse 
autophagique des macrophages par rapport à une souche non pathogène (Zullo and Lee, 2012). 
Nos premiers résultats indiquent que les lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis contribuent 
collectivement à cet effet, tout du moins dans les étapes précoces de l’infection. Afin de confirmer 
ces études préliminaires, une autre méthode de mesure de l’autophagie reposant sur la détection 
de la conversion du LC3 dans sa forme de type II par western-blot et des expériences de 
complémentation seront réalisées. Si notre hypothèse est confirmée, le rôle individuel des lipides 
sera exploré. Nos premières données suggèrent que les DIMs seuls n’exercent pas d’effet. Les 
analyses doivent cependant être approfondies car leur effet peut être masqué par la présence 
d’autres lipides. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Dosage semiquantitatif de la sécrétion de médiateurs solubles par des macrophages 
humains après infection par M. tuberculosis. 
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 Impact des lipides sur la sécrétion de médiateurs solubles 
Au cours de l’infection des macrophages par M. tuberculosis, l’induction de la mort cellulaire peut 
être reconnue par le système immunitaire grâce à la sécrétion de médiateurs solubles dans le 
milieu extracellulaire. Ainsi, au cours du processus nécrotique, la libération du contenu cellulaire 
génère un épisode inflammatoire en activant la sécrétion de médiateurs solubles capables d’influer 
sur la réponse immunitaire afin de lutter contre l’infection déclarée (Krysko et al., 2006). De la 
même manière, l’induction de l’autophagie régule positivement sur la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. En revanche, l’induction du processus apoptotique, qu’il soit physiologique ou 
pathologique, n’induit pas de réaction inflammatoire. Dans certaines études, il semblerait même 
que ce processus cellulaire soit à l’origine d’effets anti-inflammatoires (Pour revue, Martin et al., 
2011).  
Les résultats précédents suggèrent que les lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis modulent le 
programme de mort cellulaire via l’induction de l’apoptose et l’inhibition de l’autophagie. De plus, 
les données de la littérature relatant une modulation de la réponse inflammatoire par ces 
mécanismes. Nous avons donc cherché à approfondir le rôle de ces lipides dans la modulation de 
la sécrétion de médiateurs solubles par les macrophages après infection par M. tuberculosis. Pour 
ce faire, nous avons infectés des macrophages humains afin de caractériser leur réponse 
inflammatoire en dosant une sélection de médiateurs solubles dont la sécrétion est potentiellement 
induite par les macrophages au cours de la réponse immunitaire. Dans un second temps, les 
molécules présentant un intérêt sont analysées plus finement par un dosage ELISA. Nous avons 
choisi de faire cette analyse 24 heures après infection des macrophages par M. tuberculosis afin 
d’obtenir le maximum de signal et ce quel que soit la molécule dosée.  
Etape de mise au point 
L’utilisation de Membrane Array nous a permis de réaliser le criblage d’un grand nombre de 
médiateurs solubles potentiellement modulés en réponse à une infection par M. tuberculosis. Le 
dosage de ces médiateurs solubles est réalisé par quantification de l’interaction entre chaque 
médiateur spécifique et son anticorps chargé sur la membrane. 
L’analyse de la sécrétion de médiateurs solubles par des macrophages infectés avec la souche 
H37Rv Pasteur révèle que l’infection par M. tuberculosis engendre la sécrétion de nombreuses 
molécules (Figure 33). Ces résultats sont compatibles avec la réponse inflammatoire classique 
d‘une infection par M. tuberculosis décrite dans la littérature (van Crevel et al., 2002). Les 
intensités relatives supérieures à 10% ont été sélectionnées et analysées selon l’étude 
  
 
Figure 34: Rôle des lipides dans la sécrétion de médiateurs solubles par les macrophages 
infectés. 
Expériences de Human Cytokine Antibody Array. (A) Modulation de la sécrétion de médiateurs solubles par les lipides 
d’intérêt en analysant le ratio de sécrétion des macrophages infectés par le triple mutant (PMM 127) par rapport à la 
souche sauvage (H37Rv Pasteur). (C) Dosage du TNF-α 24heures après infection de macrophages par la souche 
sauvage et la souche mutée. (B, D, E) Rôle des DIMs (B), DATs/PATs (D) et des SLs (E) dans la sécrétion de 
médiateurs solubles par les macrophages infectés. 2 ≤ n ≤ 3. 
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comparative établie. Parmi les molécules retenues, celles dont la variabilité coïncidait avec le seuil 
de 10% (GROα, MDC, MIP-1δ) ainsi que les molécules non liées à l’inflammation (angiogénine et 
oncostatine M) ont été écartées. 
Résultats 
L’étude du rôle des lipides est réalisée en effectuant un rapport de sécrétion de chacune des 
molécules ente la souche déficiente en lipides et sa souche contrôle. L’étude comparative des 
souches H37Rv Pasteur et PMM127 ne montre pas de modification majeure dans l’induction de la 
sécrétion de médiateurs solubles. Une légère augmentation de la sécrétion de TNFα et d’Il-6 est 
observée mais n’est statistiquement pas significative. Ces résultats suggèrent que l’absence 
combinée des DIMs, DATs/PATs et SLs n’engendre pas de modifications remarquable de la 
réponse induite par M. tuberculosis à l’exception d’une tendance à l’augmentation de TNF-α et d’Il-
6 (Figure 34A). 
Dans un second temps, nous avons regardé la contribution individuelle de chacun de ces lipides. 
La comparaison de l’infection de macrophages par la souche PMM56 et la souche contrôle H37Rv 
Pasteur montre que l’absence de DIMs entraîne une augmentation de la sécrétion de TNF-α et 
dans une moindre mesure d’Il-6 (valeurs respectives des rapports PMM56/H37Rv Pasteur, 2,4 ± 
0,4 et 1,9 ± 0,1) (Figure 34B). Les résultats obtenus pour le TNF-α ont été confirmés par un 
dosage quantitatif précis en ELISA et sont en accord avec les données de la littérature (Rousseau 
et al., 2004) (Figure 34C). Ces expériences doivent être poursuivies afin de quantifier en ELISAs 
la variation de sécrétion de l’Il-6. 
L’analyse comparative des deux autres lipides d’intérêt ne permet pas de conclure sur un rôle 
potentiel des DATs/PATs dans la modulation de cette sécrétion (Figure 34D). En ce qui concerne 
les SLs, il semblerait que la présence augmente la sécrétion de la chimiokine RANTES, molécule 
impliquée dans le recrutement d’autres populations cellulaires sur le site d’infection et la formation 
du granulome (Figure 34E). L’hypothèse de l’implication des SL dans la formation du granulome a 
déjà été évoquée dans la littérature (Okamoto et al., 2006). 
L’ensemble de ces résultats semble nous orienter vers un rôle des lipides spécifiques des 
mycobactéries dans la modulation de la sécrétion de médiateurs solubles par les macrophages. 
Des expériences complémentaires sont indispensables à l’analyse plus fine du rôle respectif de 
chacun de ces lipides dans la modulation de la sécrétion. Par la suite, un lien entre la modulation 
de la programmation de la mort cellulaire et la sécrétion de médiateurs solubles pourra être 
analysé, notamment en étudiant la sécrétion de ces médiateurs dans des conditions d’induction ou 
d’inhibition de chacun des mécanismes décrits précédemment. 
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5.  Discussion 
Le travail réalisé dans la deuxième partie de ma thèse a eu pour objectif premier d’étudier la 
contribution des lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis dans la programmation de la mort 
cellulaire. Nous observons que M. tuberculosis module le programme de mort des macrophages 
humains en induisant un processus apoptotique suivi d’un évènement de nécrose et probablement 
une autophagie de faible amplitude. Dans ces conditions, les DIMs et les DATs/PATs seraient 
impliqués dans le contrôle de ces évènements.  
Il est de plus en plus évident que la modulation de l’apoptose ou de l’autophagie de la cellule hôte 
par les agents pathogènes joue un rôle important dans la modulation des pathologies associées 
(Pour revue, Labbe and Saleh, 2008). L’induction des programmes de mort cellulaire constitue un 
déterminant important dans les interactions entre le pathogène et son hôte, et joue un rôle 
essentiel dans la persistance ou l’élimination des agents infectieux et dans le développement 
d’une pathologie.  
Chez certains pathogènes tels que Yersinia pestis ou Listeria monocytogenes, la modulation du 
programme de mort cellulaire par induction du processus apoptotique permet aux bactéries 
d’infecter des cellules adjacentes qui phagocytent les corps apoptotiques contenant les agents 
pathogènes sans générer d’inflammation, et de ce fait utilisant la cellule comme un véritable 
« Cheval de Troie » en permettant la dissémination du pathogène sans pour autant déclencher de 
réaction du système immunitaire (Pour revue, Weinrauch and Zychlinsky, 1999). A l’inverse, 
d’autres pathogènes tels que Legionella pneumophilia inhibent le processus apoptotique et 
induisent un épisode nécrotique favorable à une dissémination massive ainsi qu’à l’échappement 
aux mécanismes bactéricides mis en place par la cellule infectée, mais qui provoque une réponse 
inflammatoire et permet le recrutement et l’activation des autres cellules du système immunitaire. 
D’un autre côté, l’autophagie a elle aussi était décrite comme modulée par des agents pathogènes. 
Ainsi, certains pathogènes comme Salmonella enterica induiraient la mort du macrophage 
associée à l’induction d’un processus autophagique (Levine and Yuan, 2005). 
Le contrôle du programme de mort cellulaire par M. tuberculosis joue un rôle important dans 
l’initiation et le devenir de l’infection. Dans un premier temps, en favorisant la survie de la cellule 
hôte, M. tuberculosis maintient un environnement favorable à sa multiplication. Dans un second 
temps, le déclenchement de la mort cellulaire permet au bacille de s’échapper et de se propager. 
Nos résultats montrent que l’induction de la mort cellulaire dans les macrophages humains par M. 
tuberculosis passe par le déclenchement de l’apoptose, et sont en accord avec les travaux de Lee 
et collaborateurs dont les résultats démontrent que M. tuberculosis peut induire un processus 
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apoptotique du macrophage, favorisant ainsi sa dissémination selon un processus d’échappement 
silencieux (Lee et al., 2006). A ce stade de nos travaux, les résultats doivent être approfondis car 
dans la littérature, outre la thèse allant dans le sens d’une apoptose favorable à M. tuberculosis, 
une autre thèse acte quant à elle contre ce phénomène, faisant de l’induction de l’apoptose un 
processus controversé. En effet, l’échappement silencieux de M. tuberculosis lui serait défavorable 
car l’efferocytose induit une phagocytose bactéricide par les cellules phagocytaires environnantes, 
dirigeant M. tuberculosis vers un phagolysosome (Martin et al., 2012).  
Au cours du temps post-infection, nos travaux montrent que la diminution de l’apoptose coïncide 
avec une augmentation de la nécrose. Il reste à déterminer s’il s’agit d’une nécrose primaire 
induite par M. tuberculosis ou d’une nécrose secondaire à l’apoptose. Le groupe de Remold 
démontre que l’infection par une souche virulente module le programme de mort cellulaire en 
induisant l’instauration d’une nécrose secondaire à partir du déclenchement d’un processus 
apoptotique (Chen et al., 2006; Gan et al., 2008). Cette transition est due à une instabilité de la 
membrane plasmique, associée à une inhibition du processus de réparation modulée par les 
médiateurs lipidiques de l’hôte (Divangahi et al., 2009). Les auteurs proposent que le mécanisme 
d’échappement des mycobactéries dans le cytosol de la cellule pourrait être impliqué dans la 
formation de ces dommages membranaires (Pour revue, Behar et al., 2010).  
L’utilisation de la souche mutée PMM127 nous a permis de mettre en évidence un rôle collectif des 
lipides spécifiques de l’enveloppe des mycobactéries dans le contrôle de la mort cellulaire. 
Individuellement, ces résultats préliminaires suggèrent un rôle des DIMs et des DATs/PATs dans 
l’apoptose et la nécrose. Nos travaux concernant le processus apoptose/nécrose sont cohérents 
avec de précédents résultats indiquant que le candidat vaccin SO2 est incapable d’induire 
l’apoptose. Cette souche est mutée dans la voie de biosynthèse des DIMs ainsi que sur le gène 
phoP codant une partie du système à deux composantes PhoP/R qui régule entre autres les voies 
de biosynthèses des DATs/PATs ainsi que des SLs (Arbues et al., 2012, communication 
personnelle). C’est la première fois qu’un travail met en évidence l’expression par M. tuberculosis 
de facteurs ayant des propriétés d’induction de l’apoptose. M. tuberculosis est décrite pour inhiber 
les processus apoptotique et autophagique (Pour revue, Behar et al., 2010). En effet, M. 
tuberculosis synthétise deux protéines, Eis et ESAT-6, qui sont des facteurs mycobactériens 
modulant négativement l’autophagie (Pour revue, Jo, 2013). De la même manière, M. tuberculosis 
est capable d’inhiber les différentes voies d’induction de l’apoptose. Ainsi, la synthèse de facteurs 
mycobactériens tels que SecA2, NuoG ou PknE inhibe le processus d’induction de l’apoptose 
(Pour revue, Briken and Miller, 2008; Kumar and Narayanan, 2012; Velmurugan et al., 2007). 
L’inhibition de ces deux mécanismes contribue à l’induction de la nécrose de la cellule infectée, 
phénomène qui serait plus favorable aux mycobactéries car cela leur permettrait de disséminer 
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massivement, mais serait aussi favorable à l’hôte car l’induction de ce mécanisme est associé à 
une réponse inflammatoire (Iyer et al., 2009; Scaffidi et al., 2002). 
Aux vues de ces données, il apparaît donc essentiel de progresser dans la compréhension des 
mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation des voies apoptotique et autophagique au 
cours de l’infection par M. tuberculosis. Nos résultats préliminaires actant en faveur d’un rôle de 
ces lipides dans l’induction de l’apoptose et l’inhibition de l’autophagie, il serait intéressant de 
rechercher si un lien physiologique d’inhibition mutuelle existe entre ces deux processus 
cellulaires. L’utilisation d’inhibiteurs de chacune de ces voies permettrait de répondre à cette 
question (Figure 10). Dès lors, il sera possible de chercher à identifier les voies de signalisation 
communes à ces deux processus cellulaires potentiellement mises en jeu au cours de l’infection. 
Une de ces voies est particulièrement intéressante, médiée par la protéine Beclin-1, car elle est 
impliquée à la fois dans l’induction de l’autophagie et l’inhibition de l’apoptose comme observé lors 
de l’infection des macrophages par M. tuberculosis (Pour revue, Kang et al., 2011).  
 
L’approche pharmacologique et l’utilisation des lipides d’enveloppe de M. tuberculosis comme 
modulateurs naturels de l’apoptose et de l’autophagie nous permettrait de progresser dans la 
caractérisation des voies de signalisation associées au contrôle de la mort cellulaire par M. 
tuberculosis, et par conséquent également associée à la propagation du bacille. 
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Figure 35 : Schéma récapitulatif de l’ensemble des données présentées dans ce manuscrit. 
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Il est maintenant clairement admis que la pathogénie de la tuberculose est conditionnée par 
la rencontre du bacille avec le macrophage, sa capacité à survivre et se multiplier au sein de 
son hôte, ainsi qu’à s’en échapper pour se disséminer. L’ensemble des résultats obtenus au 
cours de ma thèse ouvre de nombreuses perspectives de recherche en ce qui concerne le 
rôle des lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis dans la virulence et la pathogénie de la 
tuberculose. 
 
L’objectif premier de mon travail de thèse était de mettre en évidence un rôle des 
DATs/PATs et/ou des SLs dans la virulence de Mycobacterium tuberculosis. Les résultats 
antérieurs obtenus lors d’études individuelle ou collective de ces deux lipides d’enveloppe ne 
permettaient pas, in vivo dans un modèle murin, de mettre en évidence leur rôle dans la 
virulence du bacille. Cependant, l’étude de ces molécules sous forme purifiée avait permis 
de leur attribuer un rôle dans la modulation de la réponse immunitaire lors d’une infection par 
M. tuberculosis. Mon travail de thèse a permis démontrer pour la première fois un rôle des 
DATs/PATs et dans une moindre mesure les SLs en tant que facteurs de virulence, et ce 
grâce à une approche de mutations simples ou cumulées sur les gènes impliqués dans les 
voies de biosynthèse des lipides de l’enveloppe. Cette approche unique m’a aussi permis de 
mettre en évidence une collaboration entre les lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis 
selon une hiérarchisation fonctionnelle, avec un rôle majeur des DIMs masquant celui des 
DATs/PATs et des SLs. Cette hiérarchisation pourrait s’étendre à d’autres lipides 
d’enveloppe connus pour jouer un rôle majeur dans la virulence, comme les dimycolates de 
tréhalose (TDMs). La construction d’une souche PMM127 (souche ne synthétisant plus 
aucun de nos trois lipides d’intérêt) délétée du gène hma impliqué dans la décoration des 
acides mycoliques, composants des TDMs, a permis de montrer que la modification 
structurale de ces acides mycoliques aggrave l’atténuation de la souche PMM127 en 
comparaison avec la souche sauvage H37Rv Pasteur (Annexe 6). Il pourrait être 
intéressant, après caractérisation de la souche, de la tester pour sa virulence in vivo dans un 
modèle murin car la recherche d’une souche atténuée est d’actualité dans les stratégies de 
prévention de la tuberculose. 
Les lipides contribuent à la fois à la virulence du bacille in vivo dans un modèle murin et ex 
vivo dans les macrophages humains (Figure 35). Si ce travail s’est principalement focalisé 
sur la cellule centrale de la réponse immunitaire à une infection par M. tuberculosis qu’est le 
macrophage, on peut néanmoins se demander si les seules modulations des mécanismes 
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macrophagiques sont la cause de l’impact des lipides sur la virulence. Il est possible 
d’envisager de nouvelles expériences ex vivo nous permettant d’analyser l’effet de ces 
lipides sur les capacités d’interaction entre les macrophages et les autres cellules de 
l’immunité, et notamment leur action sur les capacités de différentiation et de migration des 
cellules dendritiques, cellules clés de la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. 
La collection de souches en notre possession est un outil intéressant nous permettant aussi 
d’envisager des expériences in vivo afin de replacer le rôle de ces lipides dans un système 
entier et complexe. Des analyses histologiques comparatives entre des poumons de souris 
infectées avec la souche sauvage ou avec la souche mutée PMM127 ne synthétisant plus 
aucun des lipides d’intérêt permettraient d’étudier le rôle de ces lipides dans le recrutement 
des différentes populations cellulaires. 
 
Le second objectif de mon travail de thèse était d’explorer le rôle de ces lipides dans la 
pathogénie de la tuberculose. En me focalisant sur le macrophage humain, j’ai montré que 
les lipides d’enveloppe de M. tuberculosis jouent un rôle à la fois dans le devenir du bacille 
au sein de la cellule en contrôlant le pH intraphagosomal, mais qu’ils jouent aussi un rôle 
dans le devenir de la cellule elle-même en contrôlant l’induction du programme de mort 
cellulaire. 
Nous montrons que ces lipides participent à la régulation de la réponse bactéricide du 
macrophage en contrôlant l’acidification du phagosome, et notamment en modulant le 
recrutement de H+-ATPases à la surface du compartiment phagosomal. Une analyse plus 
profonde de la compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu a été amorcée dans 
l’équipe. En se basant sur la mise en évidence de la modulation des propriétés biophysiques 
de la membrane plasmique du macrophage humain par les DIMs au cours de la 
phagocytose des mycobactéries (Astarie et al., 2009), nous proposons que les DIMs seraient 
capables de moduler l’acidification du phagosome grâce à ces mêmes capacités. Les DIMs 
sont composés d’une partie lipidique ramifiée avec des groupements méthyl semblable à 
celle des DATs/PATs et les SLs, et l’ensemble des résultats obtenus met en évidence un 
rôle potentialisateur des DATs/PATs et des SLs sur celui des DIMs. Il serait intéressant de 
déterminer si la partie lipidique commune est responsable des activités modulatrices des 
fonctions microbicides du macrophage, auquel cas un même mécanisme moléculaire de 
modulation des propriétés biophysiques des membranes cellulaires pourrait être envisagé. 
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Des résultats récents indiquent que M. tuberculosis transite dans un compartiment lysosomal 
avant de s’en échapper pour s’accumuler dans le cytosol (Simeone et al., 2012; van der Wel 
et al., 2007). En collaboration avec R. Siméone (Institut Pasteur, Paris), nous avons entrepris 
des expériences préliminaires dans les macrophages humains qui montrent que la souche 
PMM127 délipidée s’échappe moins du phagosome que la souche contrôle H37Rv Pasteur 
(Annexe 5). Il est donc envisageable que les lipides d’enveloppe participent à la faculté de 
M. tuberculosis de s’échapper du phagosome. 
Ces premières observations doivent être reproduites et confirmées par d’autres approches 
mais elles sont prometteuses et ouvrent sur des perspectives d’investigations intéressantes. 
En effet, M. tuberculosis, localisée dans le cytoplasme de la cellule hôte, a potentiellement 
accès à d’autres mécanismes cellulaires impliqués dans le contrôle de l’infection. Il est donc 
envisageable que M. tuberculosis puisse moduler la réponse immunitaire de l’hôte en 
régulant la transcription de gènes impliqués dans la réponse inflammatoire. Ce phénomène a 
déjà été chez d’autres pathogènes. Par exemple, il a récemment été montré qu’au cours 
d’une infection par Listeria monocytogenes, les bactéries internalisées sécrètent un 
facteurde virulence capable de pénétrer dans le noyau afin d’interagir avec un complexe 
protéique responsable de la modulation de l’expression de gènes codant des molécules pro-
inflammatoires (Lebreton et al., 2011). M. tuberculosis est décrit comme régulant le 
récepteur nucléaire PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-Activated Factor Gamma) par une 
cascade de signalisation issue d’une interaction entre les mycobactéries et le récepteur au 
mannose (Rajaram et al., 2010). PPAR-γ est un récepteur lipidique nucléaire agissant 
comme un facteur de transcription complexé de façon hétérodimérique. Le complexe induit 
la modulation de l’expression de gènes inflammatoires (Jiang et al., 1998) ainsi que 
l’apoptose des macrophages (Chinetti et al., 1998). Son activation est aussi possible 
directement par la liaison de ligands lipidiques. L’ensemble de ces données étant 
compatibles avec nos résultats, il serait donc intéressant d’étudier l’éventuel effet des lipides 
spécifiques des mycobactéries sur l’activation de ce récepteur, et les conséquences 
inflammatoires qui en découlent. 
D’après les données bibliographiques, Les lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis 
partagent certaines de leurs activités biologiques avec un autre facteur de virulence : la 
protéine ESAT-6 (Yu and Xie, 2012) parmi lesquels un contrôle de l’échappement du bacille 
dans le cytosol (Simeone et al., 2012; van der Wel et al., 2007). Ces auteurs ont montré que 
M. bovis BCG naturellement déficiente en ESAT-6 ne s’échappe pas du cytosol. En 
revanche, l’expression d’ESAT-6 dans M. bovis BCG lui confère une capacité 
d’échappement (Simeone et al., 2012; van der Wel et al., 2007) mais si et seulement si la 
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souche synthétise des DIMs (R. Brosch, communication personnelle). Ces deux molécules 
ayant été décrites pour exercer des effets membranaires, l’une en formant des pores et 
l’autre en modifiant les propriétés biophysiques, il serait possible d’envisager que la 
présence des lipides conditionne l’activité d’ESAT-6 et la formation de pores afin de favoriser 
l’échappement dans le cytosol. Ces hypothèses sont en cours de vérification dans l’équipe.  
 
Mycobacterium tuberculosis est non seulement capable de contrôler son devenir au sein de 
la cellule hôte, mais aussi de contrôler le devenir de la cellule elle-même. En effet, les 
mycobactéries contrôlent le programme de mort cellulaires des macrophages humains. Au 
cours de ma thèse, nous avons entrepris l’étude du rôle des lipides de l’enveloppe dans ce 
phénomène. Les résultats préliminaires obtenus montrent un rôle des DIMs et des 
DATs/PATs dans le contrôle de la mort cellulaire via une induction du processus apoptotique 
et une inhibition du processus autophagique. Après avoir confirmés l’ensemble de ces 
résultats, il serait intéressant de déterminer s’il existe un lien physiologique entre ces deux 
processus cellulaires, permettant de définir une ou des voies de signalisations associées à 
ce mécanisme de contrôle, et de propagation de l’infection par M. tuberculosis. 
 
 
En conclusion, ce travail aura permis de mettre en évidence un phénomène de 
hiérarchisation fonctionnelle des lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis permettant 
de comprendre un peu mieux comment le bacille contrôle son devenir au sein de la 
cellule hôte, mais contrôle aussi le devenir de cette cellule hôte dans un objectif 
global de maintien d’un environnement favorable à sa réplication. L’ensemble des 
résultats présentés ouvre la voie à de nouveaux axes de recherche dont l’objectif 
ultime est de mieux comprendre les mécanismes d’action cellulaires et moléculaires 
afin de développer de nouveaux axes thérapeutiques. 
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ANNEXE 1 : Voie de biosynthèse des DIMs 
 
Chez M. tuberculosis, les gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des DIMs sont 
regroupés dans un cluster d’environ 50Kb (A). Leur structure consiste en une chaîne de 
phthiocérol estérifiée par deux acides mycocérosiques.  
La synthèse de la chaîne de phthiocérol démarre par l’activation, via la Fatty acid-AMP 
ligase (FAAL) FadD26, d’une chaine d’acide gras (B). Cette activation est réalisée par 
transfert d’un groupement phosphate grâce à l’utilisation d’ATP (Trivedi et al., 2004). Une 
fois l’acide gras activé, il est ensuite transféré successivement sur les Pks PpsA à PpsE 
(Phenol Phthiocerol Synthesis A-E), permettant son allongement par condensations 
successives. Ces condensations se font grâce aux sous-domaines fonctionnels des PpsA à 
E (Trivedi et al., 2005). La chaîne de phthiocérol néoformée est libérée de PpsE par l’action 
de la thioestérase de type II TesA (Rao and Ranganathan, 2004; Waddell et al., 2005). 
De la même manière, les deux acides mycocérosiques sont formés à partir d’acides gras 
activés par la protéine FadD28 et transférés sur la Pks Mas (Mycocerosic Acid Synthase) qui 
pourra permettre leurs élongations respectives par condensation. Comme pour les Pps, Mas 
est constituée de sous-domaines fonctionnels responsables de la condensation des acides 
mycocérosiques. Enfin, la liaison de la chaîne β-diol aux deux acides mycocérosiques se fait 
par une acyltransférase, la protéine PapA5 (Polyketide-associated protein A5) (Onwueme et 
al., 2004; Trivedi et al., 2005).  
Une fois synthétisés, les DIMs sont transportés à la surface de la bactérie. Trois protéines 
sont impliquées dans ce transport : MmpL7 (Camacho et al., 2001; Cox et al., 1999), LppX 
(Sulzenbacher et al., 2006), et la sous-unité DrrC d’un transporteur de type ABC (Camacho 
et al., 2001). L’interaction potentielle entre PpsE et MmpL7 permettrait de localiser la 
biosynthèse des DIMs a l’interface entre le cytosol et la membrane plasmique (Jain and Cox, 
2005). 
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ANNEXE 2 : Voie de biosynthèse des SLs 
 
La forme majoritaire des sulfolipides, SL-1, est composée d’un tréhalose sur lequel sont 
greffés quatre acides gras. Les gènes codant les protéines impliquées dans la biosynthèse 
des SLs sont localisés sur le génome de M. tuberculosis, dans une région chromosomique 
d’environ 17kb (A). 
L’étape initiale de la biosynthèse des SLs est le transfert d’un sulfate en position 2 d’un 
tréhalose par la sulfotransférase Sft0 (Mougous et al., 2004) (B). A partir de ce tréhalose-2-
sulfate (T2S), deux acyltranférases, PapA1 & PapA2, vont intervenir dans l’acylation de ce 
T2S (Bhatt et al., 2007). L’acyltransférase PapA2 permet la fixation d’un acide gras sur le 
tréhalose-2-sulfate néoformé (Kumar et al., 2007). Parallèlement, l’enzyme Pks2 synthétise 
une chaîne hydroxy-phtiocéranique méthyl-branchée (Sirakova et al., 2001), acide gras 
ensuite activé par l’acyl-AMP ligase FadD23 (Lynett and Stokes, 2007). T2S est acylé par la 
produit de Pks 2 via l’action de la protéine PapA1 (Kumar et al., 2007). Le produit formé est 
alors un sulfolipide diacylé.  
D’autres protéines ont récemment été impliquées dans la biosynthèse des SLs. La protéine 
Chp1 est responsable des deux autres acylations nécessaires à l’élaboration du lipide 
majoritaire SL-1. Cette activité enzymatique est complétée par l’activité de la protéine 
MmpL8 (Seeliger et al., 2011). Cette protéine joue par ailleurs un rôle essentiel dans le 
transport du SL-1 formé depuis la membrane plasmique jusque dans les couches externes 
de l’enveloppe mycobactérienne. Une seconde protéine, Sap, est elle aussi essentielle pour 
le transport des SL (Seeliger et al., 2011). Le double rôle de MmpL8, à la fois dans la 
biosynthèse et dans le transport, permet de localiser la biosynthèse de ce lipide à l’interface 
entre la membrane plasmique et le cytosol. 
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ANNEXE 3 : Voie de biosynthèse des DATs/PATs 
 
Dans le Complexe MTBC, les DATs/PATs sont des lipides exclusivement synthétisés par 
M.tuberculosis et M.canettii, et dont la voie de biosynthèse est la moins bien renseignée. Le 
cluster de gènes codant cette voie est très comparable à celui des SLs, mais de taille plus 
restreinte, ne mesurant que 7,6 kb (A). 
Toujours à partir d’un tréhalose, la protéine PapA3 permet la liaison d’un acide palmitique à 
ce dernier pour former un trehalose-2-palmitate (T2P) (B). Dans un second temps, elle 
transfère le produit de la Pks 3/4, pour former un 2,3-diacyltrehalose (Dubey et al., 2002; 
Hatzios et al., 2009). Ce lipide est alors soit exporté comme tel à la surface de la 
mycobactérie, soit utilisé comme intermédiaire dans la voie de biosynthèse des PATs. Dans 
ce cas, trois autres acides gras sont greffés aux DATs. Par homologie avec la biosynthèse 
des SLs, la protéine MmpL10 est définie comme potentiellement impliquée dans le transport 
des DATs/PATs à la surface des mycobactéries. 
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ANNEXE 4 : Membrane Arrays 
 
 
 
 
 
 
Pos Pos Neg Neg ENA-78 GCSF GM-CSF GRO GRO-α I-309 Il-1α Il-1β 
Pos Pos Neg Neg ENA-79 GCSF GM-CSF GRO GRO-α I-309 Il-1α Il-1β 
Il-2 Il-3 Il-4 Il-5 Il-6 Il-7 Il-8 Il-10 Il-12p40p70 Il-13 Il-15 IFN-ϒ 
Il-2 Il-3 Il-4 Il-5 Il-6 Il-7 Il-8 Il-10 Il-12p40p70 Il-13 Il-15 IFN-ϒ 
MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCSF MDC MIG MIP-1δ RANTES SCF SDF-1TA RC TGF-β1 
MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCSF MDC MIG MIP-1δ RANTES SCF SDF-1TA RC TGF-β1 
TNF-α TNF-β EGF IGF-1 Angiogenin Oncostatin M Thrombopoietin VEGF PDGF BB Leptin Neg Pos 
TNF-α TNF-β EGF IGF-2 Angiogenin Oncostatin M Thrombopoietin VEGF PDGF BB Leptin Neg Pos 
 
Composition des Membranes Arrays. 
Pour chaque membrane, 12 contrôles internes sont réalisés (rouge) : 6 contrôles négatifs et 6 contrôles positifs. 
Chaque molécule est analysée en duplica. 42 molécules sont analysées simultanément. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Etude du rôle des lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis dans l’échappement dans le 
cytosol. 
Selon le protocole utilisé dans Simeone et al ., 2012, des cellules THP-1 sont mises en culture puis infectées 
avec la souche d’intérêt avant d’être analysées en fonction de leur capacité de fluorescence à 450nm 
(visualisation des mycobactéries dans le cytosol de la cellule) et à 535nm (visualisation des mycobactéries dans 
les phagosomes)(A). Le rapport de fluorescence 450/535 nm permet de définir une cinétique d’échappement des 
mycobactéries, que ce soit avec les souches sauvages (A) ou la souche PMM127 (B). Les auteurs considèrent 
qu’à partir d’un rapport de 1,5, il y a échappement dans le cytosol des cellules infectées. Les images de 
fluorescence sont issues de Simeone et al., 2012. 
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ANNEXE 5 : Echappement dans le cytosol 
 
En collaboration avec Roxane Siméone (R. Brosch, Insitut Pasteur, Paris), une étude de la 
contribution des lipides d’enveloppe de M. tuberculosis dans le mécanisme d’échappement 
du phagosome est réalisée. 
Brièvement, des cellules de la lignée monocytaire THP-1 sont incubées avec le substrat de 
β-lactamase CCF-4-AM (Coumarin-Cephalosporin-Fluorescein-4-AcetoxyMethyl). Cette 
molécule lipophile diffuse passivement au travers des membranes plasmiques. Une fois 
dans la cellule, elle est clivée par des estérases cytosoliques qui piègent le produit CCF-4, 
chargé négativement, dans le cytosol. La molécule CCF-4-AM est composée de deux 
fluorochromes (coumarine et fluoresceine) liés par un groupement β-lactame, et est sensible 
au FRET. Les molécules intactes de CCF-4 émettent à une longueur d’onde de 535 nm, 
alors que celles ayant subi l’activité enzymatique des β-lactamases qui va découpler les 
deux fluorochromes, synonyme de la présence des mycobactéries dans le cytosol, émettent 
à 450nm (A). Les THP-1 pré-incubées sont infectées 2 heures avec chacune des souches à 
une MOI de 1:1. A différents temps post-infection, les échantillons sont excités à 405 nm et 
les émissions sont suivies afin d’établir un ratio 450/535 nm. Un échappement du 
phagosome est considéré pour les résultats strictement supérieurs à 1. Les résultats 
reflètent la moyenne de deux expériences indépendantes, pour chacune desquelles 
plusieurs centaines de cellules infectées ont été analysées. 
Les résultats préliminaires montrent que les souches sauvages H37Rv ATCC et H37Rv 
Pasteur semblent avoir la capacité de s’échapper dans le cytosol progressivement au cours 
de l’infection (A). L’analyse de la souche PMM 127 ne synthétisant ni DIM, ni DAT/PAT, ni 
SL suggère que l’absence de lipides restreint drastiquement la capacité de M. tuberculosis à 
s’échapper dans le cytosol (B). Les lipides semblent donc être impliqués dans 
l’échappement de M. tuberculosis depuis le phagosome vers le cytosol de la cellule infectée. 
Ces analyses doivent être confirmées avant d’entreprendre une étude plus fine de la 
contribution individuelle de chacun des lipides d’intérêt. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Etude de l’effet cumulé des DIMs, DATs/PATs, SLs et des OMAs. 
Des macrophages humains sont infectés 1 heure à une MOI de 10 :1 pour les temps courts (H0, H2 et H24 après 
infection) et à une MOI de 2 :1 pour les temps longs (H168 après infection) avec les souches H37Rv Pasteur 
(DATs/PATs
-
, bleu), PMM127 (DIMs
-
, DATs/PATs
-
, SLs
-
, rouge) et PMM142 (DIMs
-
, DATs/PATs
-
, SLs
-
, OMAs
-
, 
vert).  Pour chaque temps, le pourcentage de macrophages infectés (A), le nombre moyen de bactéries par 
macrophage (B) ainsi que le pourcentage de mycobactéries positives au LysoTracker, un marqueur des 
compartiments acides (C). Histogrammes représentant la moyenne de 2 expériences indépendantes. 
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ANNEXE 6 : Délétion du gène hma dans la souche PMM127 
 
Des macrophages humains sont mis en culture avant d’être infectés par la souche de M. 
tuberculosis H37Rv Pasteur, la souche PMM127 mutée dans les voies de biosynthèse des 
DIMs, SLs et DATs/PATs, et la souche PMM142 qui possède les mêmes mutations que 
PMM127 accompagnées d’une délétion du gène hma, essentiel à l’oxygénation des acides 
mycoliques (OMAs pour Oxygenated Mycolic Acids). Les macrophages sont infectés 
pendant une heure à une MOI de 10 :1 pour les temps courts (H0, H2 et H24) et MOI 2 :1 
pour les temps longs (7jours). Pour chaque temps de post-infection, les cellules sont 
analysées en microscopie à fluorescence pour leur pourcentage d’infection (A), le nombre 
moyen de bactéries par macrophage (B) ainsi que le pourcentage de bactéries présentent 
dans un compartiment acide (C). 
Les résultats préliminaires issus de la moyenne de deux expériences indépendantes 
montrent un profil attendu des souches H37Rv Pasteur et PMM127. Ces résultats suggèrent 
par ailleurs que la souche PMM142 est phagocytée dans les macrophages humains de 
façon comparable à la souche PMM127 (17,9% ±0,8 Vs 20,3% ± 1,5, respectivement), alors 
que le pourcentage de macrophages infectés en absence d’acides mycoliques oxygénés est 
plus faible 7 jours après infection en comparaison à la souche PMM127 (11% ± 1,4 Vs 21% 
± 0,4) (A). L’analyse du nombre moyen de bactéries par macrophage révèle des profils 
similaires pour les deux souches quelque que soit la durée de post-infection (B). Enfin, la 
souche PMM142 semble s’accumuler davantage dans un compartiment acide en 
comparaison à la souche PMM127, et ce dès deux heures post-infection (89,8% ±2,5 Vs 
69% ± 3,6) (C).  
L’ensemble de ces résultats est préliminaire et des expériences supplémentaires doivent 
être réalisées au laboratoire afin de valider statistiquement les résultats. Néanmoins, il 
semble que l’absence d’acides mycoliques oxygénés aggrave l’atténuation de la souche 
PMM127 dans les macrophages humains. 
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 Avec 1.4 millions de décès et 8.7 millions de nouveaux cas en 2012, la tuberculose fait encore 
aujourd’hui partie des plus importantes maladies infectieuses. Ce constat alarmant souligne l’état d’urgence dans 
le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Malgré l’impact  de cette pathologie sur la santé 
publique, les molécules bactériennes impliquées dans la pathogénie de la tuberculose ainsi que leurs mécanismes 
d’action restent mal connus. Mycobacterium tuberculosis, l’agent pathogène responsable de la tuberculose, est 
une bactérie capable de résister au sein de son hôte, l’Homme, et ce même lorsqu’elle est confrontée à une 
réponse immunitaire intacte.  
M. tuberculosis synthétise une large quantité et variété de composés lipidiques incorporés dans son 
enveloppe cellulaire, notamment dans les couches externes. De fait, ils sont stratégiquement localisés pour 
interagir avec l’hôte, et donc potentiellement impliqués dans la pathogénie de la tuberculose. Ces composés 
lipidiques peuvent être définis en différentes catégories, parmi lesquelles les lipides contenant des mycocérosates 
(phénolglycolipides (PGL) et dimycocérosates de phthiocérol (DIM)) et les lipides dérivés de tréhaloses 
(sulfolipides (SL) et di- et poly- acyltrehaloses (DAT et PAT, respectivement). Les lipides de ces deux familles 
n’ont pas de rôle structural majeur, cependant leur distribution restreinte au genre Mycobacterium est en accord 
avec leur rôle dans la pathogénie. Dans ce contexte, l’équipe du Dr. Guilhot s’intéresse à analyser le rôle 
fonctionnel de ces lipides dans la pathogénie en étudiant leurs voies de biosynthèses ainsi que leurs contributions 
dans l’interaction avec les cellules de l’hôte. Grâce à cette approche, les DIM ont été décrits comme des facteurs 
de virulence ayant un rôle majeur dans la modulation de la réponse immunitaire des macrophages humains. A 
l’inverse, le rôle des DAT/PAT et des SL reste ambigu. Ils ne semblent pas contribuer, individuellement ou 
collectivement, à la virulence in vivo. Toutefois, lorsque ces glycolipides sont étudiés sous forme purifiée, ils 
montrent des activités biologiques qui pourraient avoir des répercussions sur l’interaction de M. tuberculosis 
avec les cellules hôtes. 
Grâce à une bourse de la Fondation Médicale pour la Recherche obtenue en 2009, j’ai eu l’opportunité 
de rejoindre le laboratoire du Dr. Guilhot sous la direction du Dr. Astarie-Dequeker, afin d’étudier la 
contribution respective de chacun de ces lipides spécifiques de M. tuberculosis dans la pathogénie. Dans cet 
optique, nous avons développé une stratégie génétique au cours de laquelle nous interrompons la biosynthèse de 
ces différents lipides. Nous avons par la suite analysé les conséquences de ces simples ou multiples mutations 
sur la virulence bactérienne dans un modèle animal, puis dans la réponse immunitaire des macrophages humains, 
cellules cibles de M. tuberculosis. Nous avons établi i) une redondance fonctionnelle entre les DIM, les 
DAT/PAT et les SL au cours de l’interaction entre les mycobactéries et les cellules hôtes, ii) la contribution des 
DAT/PAT et des SL à la fois dans la phase aigüe d’infection chez la souris mais aussi dans les macrophages 
humains via la modulation de la maturation du phagosome, iii) un effet dominant des DIM dans la virulence de 
M. tuberculosis, principalement en modulant les fonctions bactéricides des macrophages. En collaboration avec 
d’autres laboratoires de recherche, j’ai aussi obtenu des résultats préliminaires suggérant que les DIM, 
DAT/PAT et SL contribueraient à l’échappement de M. tuberculosis depuis le phagosome vers le cytosol des 
macrophages infectés, ainsi qu’au contrôle de deux processus cellulaires d’autodestruction : l’autophagie et 
l’apoptose. 
La construction de notre collection de souches mutées est un outil majeur dans la compréhension du 
rôle des lipides spécifiques de l’enveloppe de M. tuberculosis en tant que facteurs de virulence. 
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